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Ca2+ trägt zur Aufrechterhaltung essentieller Zellfunktionen bei und spielt als „second 
messenger“ während physiologischer Prozesse eine wichtige Rolle. Die Steuerung dieser 
Funktionen erfolgt über verschiedene Signalwege, die durch Änderungen der zytosolischen 
Ca2+-Konzentration initiiert werden. Sowohl der Speicher- als auch der Rezeptor-operierte 
Ca2+-Einstrom stehen für die Aufnahme von Ca2+ in die Zelle zur Verfügung. Durch eine 
Dysregulation der Ca2+-Signalwege und der damit einhergehenden gestörten Ca2+-
Homöostase kann es zu pathologischen Veränderungen in pulmonalen arteriellen glatten 
Muskelzellen (PASMC) und primären murinen Lungenfibroblasten (pmLF) kommen.  
Als Ca2+-Sensor der internen Ca2+-Speicher wird das „stromal interaction molecule“ (STIM)-
Protein nach einem Absinken der Ca2+-Konzentration aktiv und bindet an die 
plasmamembranständigen Orai-Ionenkanäle, wodurch es zu einem Speicher-operierten Ca2+-
Einstrom (SOCE) in die Zelle kommt. Die Diacylglycerol (DAG)-vermittelte Aktivierung von 
„classical transient receptor potential“ (TRPC)-Kanälen führt hingegen zu einem Rezeptor-
operierten Ca2+-Einstrom (ROCE). Einige Veröffentlichungen zeigen jedoch eine Beteiligung 
von TRPC-Kanälen am SCOE in verschiedenen Zelltypen. Aus diesem Grund wurde der 
Ca2+-Einstrom in TRPC1/6-, TRPC1/3/6- und STIM1/2-defiziente PASMC und pmLF 
analysiert, um einen möglichen Einfluss von TRPC-Kanäle zu untersuchen. Darüber hinaus 
wurden in dieser Arbeit wichtige Zellfunktionen sowie die Rolle von STIM1/2-Proteinen und 
TRPC1/6-Kanälen während der Differenzierung zu Myofibroblasten untersucht.  
Zur Generierung von STIM1/2-defizienten Zellen wurden STIM1/2flox/flox-pmLF mit 
Lentiviren infiziert, welche Cre-Rekombinasen exprimierten und zu einer Deletion der STIM-
Gene führten. Wie erwartet konnte in STIM1/2-defizienten pmLF ein signifikant reduzierter 
SOCE gemessen werden, während TRPC1/6- und TRPC1/3/6-defiziente pmLF einen 
verminderten ROCE aufwiesen. Im Gegensatz dazu kam es weder für den ROCE in STIM1/2-
defizienten pmLF noch für den SOCE in TRPC1/6- oder TRPC1/3/6-defizienten pmLF im 
Vergleich zu den Kontrollzellen zu einem signifikanten Unterschied [1]. Die Analyse des 
Rezeptor- und Speicher-operierten Ca2+-Einstroms in PASMC ergab ähnliche Ergebnisse wie 
in pmLF. Auf Grund dieser Daten erscheint eine Beteiligung von TRPC-Kanälen am SOCE in 
pmLF und PASMC eher unwahrscheinlich. Während STIM1/2-defiziente pmLF, wie 
erwartet, einen reduzierten Ca2+-Gehalt in den internen Speichern des endoplasmatischen 
Retikulums aufwiesen, konnte in TRPC1/6-defizienten Zellen erhöhte Ca2+-Konzentrationen 
in den internen Speichern im Vergleich zu den Kontrollzellen nachgewiesen werden.  
Zusammenfassung  
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In Abwesenheit von STIM1/2-Proteinen zeigten pmLF eine reduzierte Zellproliferation 
und -migration sowie eine verminderte Translokation der Transkriptionsfaktoren „nuclear 
factor of activated T-cells“ c1 und c3 (NFATc1 and c3) in den Zellkern. Im Gegensatz dazu 
zeigten TRPC1/6-defiziente pmLF im Vergleich zu den Kontrollzellen eine signifikant 
erhöhte Zellproliferation und -migration.  
Nach der Behandlung mit „transforming-growth-factor β1“ (TGF-β1) wiesen STIM1/2-
defiziente pmLF weder eine signifikant erhöhte Expression von alpha glattem Muskelaktin 
(α-SMA) noch von Aktinstressfasern im Vergleich zu den Kontrollzellen auf. Demgegenüber 
wurden in mit TGF-β1 behandelten Myofibroblasten in Abwesenheit von TRPC1/6-Kanälen 
sowohl eine reduzierte Expressionen von α-SMA als auch von Aktinstressfasern im Vergleich 
zu den ebenfalls behandelten „Wildtyp“ (Wt)-pmLF gefunden. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zum einen, dass TRPC1/6-Kanälen in PASMC und 
pmLF nicht am SOCE beteiligt sind und zum anderen, dass eine STIM1/2-Defizienz die 








As an ubiquitous messenger Ca2+ maintains cell functions and plays an important role during 
physiological processes. These functions are regulated by different Ca2+ signaling pathways 
initiated by alterations of the intracellular Ca2+ concentrations. Both the store- and the 
receptor-operated Ca2+ entry present basic processes to generate Ca2+ signals. Dysregulated 
Ca2+ signaling pathways and disturbed Ca2+-homeostasis can lead to pathological alterations 
in certain cell types, e.g. in pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC) and primary 
lung fibroblasts (pmLF). 
Stromal interaction molecules (STIM) 1 and 2 proteins are acting as sensors for Ca2+ in 
intracellular stores and activate Orai channels at the plasma membrane for store-operated Ca2+ 
entry (SOCE), while classical transient receptor potential (TRPC) channel mediate receptor-
operated Ca2+ entry (ROCE). However, several reports indicate a role for TRPC in SOCE in 
certain cell types. Therefore, Ca2+ influx was analyzed in TRPC1/6 and TRPC1/3/6 deficient 
(TRPC1/6-/-, TRPC1/3/6-/-) pmLF and PASMC as well as STIM1/2 deficient (STIM1/2ΔpmLF) 
pmLF to investigate any possible contributions of TRPC channels. Moreover, cell functions 
of STIM1/2 proteins and TRPC1/6 channels as well as their functions during the transition 
from pmLF to myofibroblasts were studied. As expected, SOCE was decreased in STIM1/2 
deficient pmLF and ROCE was decreased in TRPC1/6-/- and TRPC1/3/6-/- pmLF compared to 
control cells. By contrast, SOCE was not significantly different in TRPC1/6-/- and TRPC1/3/6-
/- pmLF and ROCE was similar in STIM1/2 deficient pmLF compared to control cells [1]. 
Along these lines, experiments with PASMC showed similar results. In consequence, an 
interaction to mediate the SOCE in these cells seems unlikely between STIM and TRPC1/6 as 
well as TRPC1/3/6 channels. 
While the Ca2+ content in the internal cell stores of the endoplasmatic reticulum (ER) was 
lower in STIM1/2 deficient pmLF, TRPC1/6 deficient pmLF showed increased Ca2+ levels. 
Most interestingly, cell proliferation, migration and nuclear localization of the transcription 
factors nuclear factor of activated T-cells c1 and c3 (NFATc1 and c3) were decreased after 
ablation of STIM1/2 proteins in pmLF. In clear contrast to these results, lack of TRPC1/6 
channels increased cell proliferation and migration. After treatment with „transforming-
growth-factor β1“ (TGF-β1) STIM1/2 deficient pmLF showed no significant differences in 
the expression of alpha smooth muscle actin (α-SMA) or actin stress fibers in comparison to 
control cells. However, TRPC1/6 deficient pmLF demonstrated significantly less expression 
of α-SMA and actin stress fibers. 
Abstract  
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In conclusion, TRPC1/6 channels are not involved in SOCE in pmLF as well as PASMC and 
STIM1/2 deficiency resulted in decreased cell proliferation and migration in pmLF [1]. 
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1 Einleitung 
1.1 Ca2+ als vielseitiges Signalmolekül 
„Ja, Kalzium das ist alles.“ Mit diesen Worten drückte der Nobelpreisträger Otto Loewi 
bereits im Jahr 1959 die Allgegenwertigkeit von Kalzium beziehungsweise Ca2+-Ionen aus 
(zusammengefasst in [2]). Er war sich schon damals sicher, dass die Funktion von Kalzium/ 
Ca2+-Ionen weit über die Beteiligung an der Muskelkontraktion hinausgehen würde. Über 60 
Jahre später sind sich Forscher einig, dass Ca2+-Ionen essentiell für viele weitere 
Zellfunktionen sind. Neben der Muskelkontraktion ist Ca2+ unter anderem an der 
Proliferation, Apoptose, Exozytose und dem Zellwachstum, beteiligt. Unter den „second 
messenger“ gilt Ca2+ daher als der vielseitigste. Um diese Vielseitigkeit zu erreichen, 
existieren verschiedene Wege der Signalübertragung durch Ca2+-Ionen (zusammengefasst in 
[3, 4]). Zur Generierung dieser Signalwege bedarf es einer Änderung der Ca2+-Konzentration 
im Zytoplasma. Während die Ca2+-Konzentration innerhalb einer Zelle bei ca. 100 nM liegt, 
ist im Extrazellulären Raum eine etwa 10000-fach höhere Ca2+-Konzentration von 1 mM 
vorzufinden. In den Ca2+-Speichern der Zelle, beispielsweise im endo- oder 
sarkoplasmatischen Retikulum (ER/SR), sind je nach Zellfunktion ebenfalls erhöhte Ca2+-
Konzentrationen von 0,1 mM bis 0,5 mM vorzufinden. Um die intrazelluläre Ca2+-
Homöostase aufrecht zu erhalten, existieren einerseits Transporter und Austauscher sowie 
andererseits Pumpen und verschiedene Ionenkanäle. Im ruhenden Zustand steht die 
Plasmamembran ständige Ca2+-Adenosintriphosphatase (ATPase) (PMCA) als 
Transportprotein und der Na+/Ca2+-Austauscher für die Wiederherstellung des Ca2+-
Gleichgewichts zur Verfügung [5]. Zusätzlich existiert die Pumpe der Ca2+-ATPase des 
sarko- und endoplasmatischen Retikulums (SERCA), um die Speicher wieder mit Ca2+-Ionen 
zu befüllen. 
Zur Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration stehen im wesentlichen zwei Wege zur 
Verfügung, entweder ein Ca2+-Einstrom aus dem extrazellulären Raum in das Zytosol und/ 
oder die Speicherentleerung der Ca2+-Speicher des endo-/ sarkoplasmatischen Retikulums 
(ER/SR) [3]. Neben spannungsabhängigen Ca2+-Ionenkanälen existieren weitere Ionenkanäle, 
die über eine Rezeptor- oder Speicher-vermittelte Aktivierung einen Ca2+-Einstrom in die 
Zelle ermöglichen. Je nach Zelltyp werden in der Plasmamembran unterschiedliche Ca2+-
Kanäle exprimiert [4]. In erregbaren Zellen, wie zum Beispiel Nerven- und Muskelzellen, 
treten neben spannungsabhängigen L-Typ Ca2+-Kanälen überwiegend spannungsunabhängige 
Rezeptor-operierte Ca2+-Kanäle und weniger Speicher-operierte Ca2+-Kanäle auf. Im 
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Gegensatz dazu weisen nicht erregbare Zellen, wie beispielsweise Immunzellen, 
Endothelzellen oder Fibroblasten, zum größten Teil Speicher-operierte und Rezeptor-
operierte Ca2+-Kanäle auf (zusammengefasst in [6, 7]).  
1.2 Der Ca2+-Einstrom in die Zelle  
1.2.1 Der Speicher-operierte Ca2+-Einstrom (SOCE) 
Der Speicher-operierte Ca2+-Einstrom wurde erstmals durch James Putney im Jahr 1986 als 
kapazitativer Ca2+-Einstrom entdeckt (zusammengefasst in [8]). Damals beschrieb James 
Putney den kapazitativen Ca2+-Einstrom ursprünglich als kontinuierliche Be- und Entladung 
der Ca2+-Speicher und verglich diese mit einem elektrischen Stromkreis [9]. Zunächst wurde 
angenommen, dass die Agonisten-aktivierte, Inositoltriphosphat (IP3)-vermittelte 
Speicherentleerung den Hauptweg des kapazitativen Ca2+-Einstroms darstellt. Diese 
Hypothese wurde durch neue Experimente mit Hilfe des Ca2+-Indikators Fura-2 und 
Thapsigargin (Tg), einem Blocker der sarko- und endoplasmatischen Retikulum Ca2+-ATPase 
(SERCA)-Pumpe, weiter vorangetrieben. Anhand der dadurch möglichen zytosolischen Ca2+-
Messungen kam es nach der Speicherentleerung durch Tg zur Öffnung von 
membranständigen Ionenkanälen und folglich zu einem direkten Ca2+-Einstrom in das 
Zellinnere [10]. Darüber hinaus wurden ein paar Jahre später (1992) die Ionenströme des 
Speicher-operierten Ca2+-Einstroms von Hoth und Penner eindeutig als „Calcium release- 
activated Calcium“ (ICRAC) nachgewiesen [11]. Dieser Ionenstrom wurde als nicht 
spannungsabhängig, nach innen gerichtet und selektiv für Ca2+-Ionen definiert [12]. 
Letztendlich wurde anhand dieser Studien bewiesen, dass es sich bei dem kapazitativen Ca2+-
Einstrom um einen Speicher-operierten Ca2+-Einstrom (SOCE) handelt und die Bezeichnung 
wurde dementsprechend abgeändert.  
Um einen SOCE zu initiieren bedarf es einer vorab induzierten Speicherentleerung, 
beispielsweise physiologisch durch Inositoltriphosphat (IP3) oder experimentell mit Hilfe von 
Tg (zusammengefasst in [12]). Nach einer Agonisten-initiierten Aktivierung von Gq-Protein 
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) kommt es zum Beispiel zur Aktivierung von Phospholipase 
C (PLC), welches Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Diacylglycerol (DAG) und 
Inositoltriphosphat (IP3) spaltet. IP3 aktiviert wiederum IP3-Rezeptoren an der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums (ER), wodurch es zu einer Speicherentleerung des ERs kommt 
(zusammengefasst in [7, 13]). Im Gegensatz dazu agiert Tg als SERCA-Blocker [10] und 
wird zur graduellen Speicherentleerung verwendet. Das Absinken der gemessenen Ca2+-
Konzentrationen im ER wird durch das „stromal interaction molecule“ (STIM)-Protein 
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registriert. Nach einer Konformationsänderung aktiviert STIM anschließend Orai-Kanäle, 
wodurch es zu einem Speicher-operierten Ca2+-Einstrom in die Zelle kommt (siehe Abbildung 
1). Neben der Ca2+-abhängigen Funktion des SOCE zur Auffüllung der Speicher und der 
Weiterleitung von Ca2+-Oszillationen und -Wellen besitzt der SOCE essentielle Funktionen, 
wie zum Beispiel im Rahmen der Proliferation, Gentranskription und der Apoptose [12]. 
Darüber hinaus konnten mit Hilfe von genetisch modifizierten Mäusen und anhand von 
funktionellen Analysen spezifische Funktionen des SOCEs, zum Beispiel innerhalb des 
Immunsystems sowie in Muskeln und Teilen des Nervensystems, nachgewiesen werden [14]. 
 
Abbildung 1: Der Speicher-operierte Ca2+-Einstrom (SOCE). Im Gegensatz zum Rezeptor-operierten Ca2+-Einstrom 
(ROCE) setzt der SOCE eine Agonisten-induzierte Speicherentleerung, zum Beispiel durch Inositoltriphosphat (IP3), 
voraus. IP3 aktiviert IP3-Rezeptoren, die an der endoplasmatischen Retikulum (ER)-Membran lokalisiert sind, und 
initiiert dadurch eine Ca2+-Ausschüttung aus dem ER. Durch das Absinken der Ca2+-Konzentration im ER werden 
STIM1/2-Proteine, die als Ca2+-Sensoren dienen, aktiviert. Sobald STIM1/2 den Verlust des an der luminalen EF-
Hand von STIM1/2 gebundenen Ca2+ registriert wandert STIM1/2 unter einer Konformationsänderung entlang der 
ER-Membran in Richtung Plasmamembran und aktiviert dort Orai-Kanäle. Durch die Interaktion zwischen STIM 
und Orai kommt es zu einem zusätzlichen Ca2+-Einstrom in die Zelle, der sowohl als SOCE als auch als „Calcium 
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Retikulums (SR) wieder aufzufüllen steht eine sarko- und endoplasmatische Retikulum Ca2+-ATPase (SERCA)-
Pumpe zur Verfügung, welche Ca2+ unter ATP Verbrauch aus dem Zytosol wieder in das ER/SR zurück pumpt. Als 
spezifischer Blocker der SERCA-Pumpe dient Thapsigargin (Tg). Der ROCE wird im Folgenden jeweils im Text und 
unter Abbildung 2 im Detail beschrieben. G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR); Phospholipase C (PLC); 
Phosphatidlinositol-4,5-biphosphat (PIP2); Diacylglycerol (DAG); klassische transiente Rezeptorpotential Kanäle 
(TRPC) 1/3/6. 
1.2.1.1 „Stromal interaction molecule“ (STIM)1/2-Proteine 
Auf der Suche nach den molekularen Mechanismen des SOCE identifizierten zwei 
Arbeitsgruppen im Jahr 2005 unabhängig voneinander die bereits bekannten „stromal 
interaction molecule“ (STIM)-Proteine [15, 16]. Mit Hilfe von „high throughput screenings“ 
und unter Verwendung von „short interfering“ RNA (siRNA) charakterisierte die 
Arbeitsgruppe um Tobias Meyer STIM1/2-Proteine in HeLa-Zellen als Mediatoren des 
SOCE. Währenddessen zeigte das Labor von Kenneth Stauderman unter Verwendung von 
RNAInterferenz(i) in Drosophila S2-Zellen eine Beteiligung des STIM1-Proteins am SOCE. 
Damit wurde ein essentieller Teil des SOCE aufgeschlüsselt und die Funktion von STIM-
Proteinen als Ca2+-Sensor entdeckt. Während STIM-Proteine in Säugetieren zwei ubiquitäre 
Isoformen, STIM1 und STIM2, exprimieren, wurde in Drosophila ursprünglich nur eine 
Isoform des Stim-Gens entdeckt. Der Genlocus von STIM1 befindet sich im Menschen auf 
Chromosom 11 [17] und in der Maus auf Chromosom 7 [18]. Das Stim2-Gen ist im humanen 
Genom auf Chromosom 4 angesiedelt während es in der Maus auf Chromosom 5 vorzufinden 
ist [19]. STIM-Proteine sind an der endoplasmatischen Retikulum (ER)-Membran lokalisiert, 
besitzen eine „sterile α motif“ (SAM)-Domäne und eine EF-Hand als Ca2+-
Bindungsdomäne auf der luminalen Seite des ER sowie eine zytosolische „coiled-coil“ (CC)-
Bindungsdomäne am COOH (Carboxy)-Terminus (siehe Abbildung 2). Die Amino- und vor 
allem die Carboxy- terminalen Sequenzen von STIM1 und STIM2 unterscheiden sich nur in 
ihrer Länge und sind bis zu 61 % identisch [20]. STIM1/2-Proteine sind ubiquitär exprimiert, 
wobei STIM1 in zahlreichen Zelltypen stärker als STIM2 exprimiert wird und als 
Haupteffektor für den SOCE verantwortlich ist [21]. Auch wenn STIM2-Proteine im 
Vergleich zu STIM1-Proteinen zwar nur einen abgeschwächten SOCE auslösen können, 
wurde STIM2 als wichtiger Regulator der basalen Ca2+-Konzentration beschrieben 
[zusammengefasst in 22]. Nichtsdestotrotz wurde in glatten Muskelzellen bei Abwesenheit 
von STIM1 für STIM2 eine Art „Rettungsfunktion“ gezeigt, da STIM2 die Zellfunktionen 
von STIM1 teilweise ersetzen konnte [23]. Des Weiteren demonstrierte die Arbeitsgruppe um 
Indu Ambudkar eine essentielle Rolle von STIM2 während der Interaktion zwischen STIM1 
und Orai1-Kanälen in der ER-Plasmamembran (PM) [24]. STIM2 trägt durch eine 
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Aktivierung des C-Terminus von STIM1 essentiell zur STIM1/Orai1-Koppelung bei. Im 
Ruhezustand liegen STIM1-Proteine als Dimere vor. Bei einem Absinken der Ca2+-
Konzentration im ER registriert die EF-Hand der Ca2+-Bindungsdomäne von STIM einen 
erniedrigten Ca2+-Spiegel und initiiert eine Translokation und Oligomerisierung [25] von acht 
STIM1-Proteinen entlang der ER-Membran in Richtung Orai-Kanäle und ER-
Plasmamembran [26, 27]. Während der Gruppierung der STIM1-Proteine kommt es zu einer 
Konformationsänderung (siehe Abbildung 3). Die zytosolischen „STIM1 Orai1 Activating 
Region“ (SOAR)-Bindungsdomänen erstrecken sich über CC2-CC3-Verbindungen und 
aktivieren die Ca2+-selektiven Orai1-Kanäle an der Plasmamembran, was wiederum zu einem 
SOCE führt [28, 29].  
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung spezifischer/ funktioneller STIM1- und STIM2-Domänen. Gefärbte 
Abschnitte kennzeichnen strukturelle und funktionelle Domänen (signal peptide (SP); canonical EF hand (cEF); 
noncanonical EF hand (nEF); sterile alpha motif (SAM); transmembrane domain (TM); coiled-coil domains 1–3 (CC1-
3); CRAC activation domain (CAD); STIM-Orai activating region (SOAR); inactivation domain (ID); proline-serine rich 
domain (P/S); EB1 binding domain (EB); polybasic domain (PBD). Senkrechte, gefärbte Linien markieren 
Mutationsstellen in STIM1 und STIM2. Modifiziert nach [30]. 
 
 




Abbildung 3: Hypothetische Darstellung der Vorgänge von der Speicherentleerung bis hin zur STIM-Orai-
Koppelung [30]. Die Abbildung illustriert STIM1 ganz links zunächst in einem ruhenden, frei diffundierten Zustand 
mit gebundenem Ca2+. STIM1 ist als Dimer mit der „CRAC activated domain“ (CAD)-Konformation nach der 
veröffentlichten Kristallstruktur abgebildet [29]. Die Ca2+-Speicherentleerung und die ungebundene EF-Hand von 
STIM1 führen zu einer Konformationsänderung der zytosolischen STIM-Domäne. Diese Veränderung ermöglicht es 
der „polybasic domain“ (PBD) an Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in der Plasmamembran zu binden, um 
STIM1 in der ER und Plasmamembran (PM) zu verankern. Währenddessen bewegen sich die „coiled-coil“ 2 (CC2)-
Helices von STIM1 in eine antiparallele Konfiguration und die CC3-Helices lösen sich von CC2, um an die Orai1 
COOH-Termini zu binden [31]. Die Koppelung an STIM1 fixiert und aktiviert den Orai1-Kanal zugleich. Zur 
Vereinfachung wurde nur ein einzelnes STIM1-Dimer und keine Oligomerisierung von STIM1 abgebildet. Für die 
vollständige Aktivierung des hexameren Orai1-Kanals wird ein Vielfaches an STIM1-Dimeren benötigt. 
1.2.1.2 Orai-Kanäle 
Bereits ein Jahr nach der Entdeckung von STIM1 wurden Orai1-Kanäle als Speicher-operierte 
Ca2+-Kanäle und damit als das fehlende Glied des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms 
entdeckt. Zunächst gelang es der Arbeitsgruppe um Anjana Rao [32] mutierte Orai1-Kanäle 
in „severe combined immunodeficient“ (SCID)-Patienten zu identifizieren. Mit Hilfe von 
Interferenz (i)-RNA in Drosophila kam es auf der Suche nach weiteren Regulatoren des 
SOCE zur Entdeckung von Orai1. Zudem stieß die Arbeitsgruppe bei Untersuchungen von 
genetischen Mutationen von SCID-Patienten auf eine Punktmutation im Exon1 des Orai1-
Gens. Nach der Komplementation des Gendefekts in T-Zellen von SCID-Patienten konnte 
sowohl ein funktionierender SOCE als auch ein CRAC-Kanal-Ionenstrom wiederhergestellt 
werden. Kurz darauf bestätigten zwei weitere Arbeitsgruppen zum einen die Interaktion von 
STIM1 und Orai1 und zeigten zum Anderen die Funktion von Orai-Kanälen als Ca2+-
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selektive, plasmamembranständige ICRAC-Kanäle [33, 34]. Neben der Funktion von STIM1- 
und Orai1-Proteinen über kurze Wege zu kommunizieren und miteinander Komplexe bilden 
gelten diese als elementare Bestandteile des SOCE [26].   
Lange wurde angenommen, dass Orai-Proteine eine tetramere Struktur aus jeweils zwei 
Dimeren [34] bilden bis die Kristallstruktur von funktionellen Orai-Kanälen im Jahr 2012 
veröffentlicht wurde [35]. Anhand der Kristallstruktur war nun zu erkennen, dass der Kanal 
aus jeweils drei Dimeren besteht und dadurch eine hexamere Kanalstruktur besitzt. Orai-
Kanäle besitzen 3 humane Isoformen, Orai1-3 [36], mit vier Transmembran (TM)-Domänen 
sowie zytosolischen NH2- und COOH-Termini [35] (Abbildung 4). Während die vier TM-
Einheiten der drei Isoformen 81 - 87 % übereinstimmende Sequenzen besitzen, ist die 
funktionelle TM1-Domäne in allen Isoformen identisch. Trotz der weitgehend 
übereinstimmenden Sequenzen resultiert der SOCE vorwiegend durch die Interaktion 
zwischen Orai1- und STIM1-Proteinen (zusammengefasst in [20]). Allerdings konnte auch 
gezeigt werden, dass Orai3 in Abwesenheit von Orai1 dessen Funktion im SOCE übernehmen 
konnte [37].   
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung des humanen Orai1-Proteins und der hexameren Struktur des Orai-Kanals 
[20]. a) Gefärbte Abschnitte stellen funktionelle Einheiten des Orai1-Proteins dar. Ein Orai-Monomer besitzt vier 
Transmembran (TM)-Domänen, einen zytosolischen NH2 (N)-Terminus mit einer „extended transmembrane Orai1 
NH2-terminal“ (ETON) Einheit (blau) und einem COOH (C)-Terminus (lila) sowie einer „Ca2+ accumulating region“ 
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(CAR)-Domäne (gelb). b links) Darstellung des Orai-1-Kanalkomplexes anhand der Orai-Kristallstruktur von 
Drosophila. TM1 bildet die Ionenpore als inneren Ring um den Kanal während die anderen TM-Domänen (türkis, 
orange, grün) der sechs Orai-Untereinheiten einen konzentrischen Ring um die Pore bilden. b rechts) Theoretische 
Anordnung der sechs SOAR-STIM-Domänen (türkis) mit sechs TM4-Helices (rot) in einer entfalteten, hexameren 
Kanalstruktur von oben betrachtet [38]. 
Aufgrund der vorgestellten Daten aus den Publikationen konnte ein molekulares Model 
entwickelt werden, in dem STIM1- und Orai1-Proteine die Effektoren des SOCE darstellen 
und direkt miteinander agieren.  
1.2.2 Der Rezeptor-operierte Ca2+-Einstrom (ROCE) 
Im Gegensatz zum Speicher-operierten Ca2+-Einstrom (SOCE) steht während des Rezeptor-
operierten Ca2+-Einstroms (ROCE) der Ca2+-Einstrom die Rezeptoraktivierung im 
Vordergrund und nicht der Ca2+-Einstrom mittels Speicherentleerung. Der ROCE benötigt 
eine Agonisten-induzierte Rezeptoraktivierung, wodurch es zu einer Aktivierung der 
Phospholipase C (PLC) kommt. Diese generiert unter Abspaltung von Inositoltriphosphat 
(IP3) Diacylglycerol (DAG) aus Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2). Während IP3 im 
SOCE zu einer Speicherentleerung führt aktiviert DAG plasmamembranständige Ionenkanäle, 
zum Beispiel „classical transient receptor channel“ 3/6/7 (TRPC3/6/7)-Kanäle [39] 
(Abbildung 5). Dadurch kommt es unabhängig von der Speicherentleerung zu einem Ca2+-
Einstrom mittels TRPC-Ionenkanäle in die Zelle. 
 
Abbildung 5: Der Rezeptor-operierte Ca2+-Einstrom (ROCE). Ein Agonist, beispielsweise Endothelin-1, aktiviert 
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Aktivierung kommt es durch Phospholipase C (PLC) zur Hydrolyse von Phosphatidlinositol-4,5-biphosphat (PIP2) in 
Diacylglycerol (DAG) und Inositoltriphosphat (IP3). Im Gegensatz zum Speicher-operierten Ca2+-Einstrom bedarf es 
für die Initiierung des ROCE keiner Speicherentleerung, sondern einer Aktivierung von „classical transient receptor 
channel“ (TRPC) 1/3/6 mit Hilfe von DAG [39].  
Im Unterschied zum SOCE handelt es sich bei diesen Ionenkanälen nicht um selektive Ca2+-
Kanäle sondern um Kationenkanäle, die ebenfalls für andere Ionen wie zum Beispiel Na+ 
permeabel sind [40]. Durch den Einstrom von Na+-Ionen in die Zelle kommt es zu einer 
Depolarisation der Plasmamembran, wodurch es beispielweise in glatten Muskelzellen [41] 
zur Aktivierung von spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen kommen kann. Folglich bedient der 
ROCE ähnliche Funktionen wie der SOCE sowohl in erregbaren als auch nicht erregbaren 
Zellen [42]. 
1.2.2.1 Die Superfamilie der „transient receptor potential“ (TRP)-Kanäle 
Der Name der „transient receptor potential“ (TRP)-Kanäle leitet sich von dem transienten 
Rezeptorpotential im Elektro-Retinogramm des Facettenauges einer Drosophila Mutante nach 
Bestrahlung mit unterschiedlichen Lichtreizen ab. Während die Photorezeptoren der Mutante 
bei längerer Belichtung in Form eines transienten Rezeptorpotentials und mit einer 
vorrübergehenden „Erblindung“ reagierten, zeigte die Wildtyp Drosophila ein anhaltendes 
Rezeptorpotential ohne visuelle Einschränkungen [43]. Erst 20 Jahre später kam es mit der 
Klonierung und Sequenzierung des trp-Gens zur molekularen Charakterisierung des trp-
Genlocus in Drosophila. Die Analyse der TRP-Proteinsequenz ergab ein 1275 Aminosäuren 
großes Protein, welches mit acht Transmembran-Domänen einem typischen Ionenkanal 
entspricht [44]. Nach der Entdeckung der TRP-Kanäle in Drosophila wurde der erste TRP-
Kanal (TRP1 jetzt TRPC1) in Säugetieren von drei verschiedenen Arbeitsgruppen 
nachgewiesen [45-47].  
Die Superfamilie der TRP-Kanäle lässt sich je nach homologer Aminosäuresequenz in sieben 
Familien gliedern: „classic“ oder „canonical“ (TRPC)-, „vanilloid“ TRP (TRPV)-, 
„melastatin“ TRP (TRPM)-, „ankyrin“ TRP (TRPA)-, „no mechanoreceptor potential C“ 
(NOMP-c) TRP (TRPN)-, „polycystic“ TRP (TRPP)- und „mucolipin“ TRP (TRPML)-
Kanäle (Abbildung 6). In Säugetieren sind alle Familien bis auf den NOMPC-Kanal 
vorzufinden, denn dieser wird nur in Invertebraten und Fischen (Zebrafisch) exprimiert 
(zusammengefasst in [48]). Alle Familien der TRP-Kanäle besitzen sechs Transmembran-
Domänen mit einer kanalbildenden Pore zwischen dem fünften und sechsten Segment sowie 
jeweils intrazelluläre NH2- und COOH-Termini. TRP-Kanäle sind Liganden-gesteuerte, nicht 
selektive Ca2+-Kanäle und besitzen je nach Familie unterschiedliche Permeabilitäten für 
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Kationen, verschiedene Aktivierungsmechanismen sowie vielfältige, physiologische und 
zelluläre Funktionen. Im Allgemeinen werden TRP-Ionenkanälen zwar in zahlreichen 
Geweben und in einer Vielzahl an Zelltypen exprimiert, jedoch ergeben sich deutliche 
Unterschiede in den jeweiligen Expressionsmustern (zusammengefasst in [49]). Neben der 
Reaktion auf physiologische Reize gelten TRP-Kanäle auch als Sensoren für Temperatur, 
Schmerz, Geschmack, Pheromone und andere Reize [50]. 
 
 
Abbildung 6: Übersicht der „transient receptor potential“ (TRP)-Superfamilie sowie repräsentativer Mitglieder. Die 
einzelnen Zweige der Abbildung entsprechen einer Familie und der jeweiligen Kanalstruktur: TRPC (canonical), 
TRPV (vanilloid), TRPM (melastin), TRPA (ankyrin), TRPML (mucolipin) und TRPP (polycystic). Der Vollständigkeit 
halber wurde TRPN (no mechanoreceptor potential C (NOMP-c)) ebenfalls abgebildet, obwohl dieser nicht in 
Säugetieren exprimiert wird. TRPC2 stellt im Menschen ein Pseudogen dar. Die Struktur der TRP-Kanäle weist je 
nach Subfamilie bestimmte charakteristische, funktionelle Sequenzdomänen auf (siehe Legende rechts). Modifiziert 
nach [51]. 
1.2.2.2 „Classical transient receptor potential“ (TRPC)-Kanäle 
Die Familie der TRPC-Kanäle wird entweder als „classical“ oder als „canonical“ „transient 
receptor potential“ (TRP)-Kanal beschrieben, da dieser circa 40 % übereinstimmende 
Sequenzen zum trp-Gen von Drosophila aufweist. Auf Grund dieser Ähnlichkeit und der fast 
ubiquitären Expression wurde der TRPC1-Kanal 1995 als erstes Mitglied der Familie kloniert 
[45-47]. Während das humane TRPC1-Gen auf Chromosom 3 liegt, ist es in Mäusen auf 
Chromosom 9 lokalisiert. Im Allgemeinen gibt es sieben TRPC-Kanäle, jedoch stellt TRPC2 
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Während TRPC1 und TRPC2 sich in Ihren Aminosäuresequenzen stark unterscheiden, 
besitzen TRPC3, TRPC6 und TRPC7 zwischen 70 % bis 80 % sowie TRPC4 zu TRPC5 bis 
zu 65 % an homologen Sequenzen. Die gemeinsame Proteinstruktur aller TRPC-Kanäle 
besteht aus sechs Transmembran-Domänen, drei bis vier „Ankyrin Repeats“, „coiled-coil“-
Domänen am NH2- und COOH-Terminus, einer porenbildenden Einheit zwischen dem 
fünften und sechsten Segment des Kanals, einem TRP-„Motif“ und einer „Calmodulin- and 
IP3R-binding“ (CIRB)-Domäne (Abbildung 6 und Abbildung 7). Obwohl der TRPC1-Kanal 
den ersten homolog klonierten TRP-Kanal darstellt, bleibt die molekulare Struktur des nativen 
TRPC1-Kanals und seine Funktion immer noch weitgehend unklar (zusammengefasst in [52, 
53]). Während TRPC1-Kanäle ubiquitär exprimiert werden, sind TRPC3/6/7-Kanäle vermehrt 
im Gehirn, in der Lunge, Niere und in Muskel- sowie Endothelzellen des vaskulären Systems 
vorzufinden [39]. Dort sind die TRPC-Kanäle an Ca2+-abhängigen Signalkaskaden und deren 
Regulation beteiligt [40, 54].  
 
Abbildung 7: Repräsentative Struktur des „canonical transient receptor potential“ (TRPC)-Kanal-Proteins. Links: 
Abbildung der TRPC-Kanal-Untereinheiten (von TRPC3) und der tetrameren Kanalstruktur. Der Kanal besteht aus 
sechs Transmembran (TM)-Domänen (orange) und einem hydrophoben, porenbildenden Segment (P, blau) zwischen 
TM5 und TM6. Die Region des NH2 (N)-Terminus besitzt vier „ankyrin-like repeats“ (AR) und neben dem COOH (C)-
Terminus ein Segment für die Bindung an die „Calmodulin- and IP3R-binding“ (CIRB)-Domäne. Zur Darstellung 
eines funktionellen TRPC-Kanals werden vier Untereinheiten mit den sechs TM-Domänen (orange) sowie einer Pore 
aus den vier P Segmenten (blau) benötigt, die als tetramere Struktur von oben abgebildet ist [55]. Rechts: Mögliche 
homomere und heteromere TRP-Komplexe mit TRPC1. TRPC1 kann sowohl mit allen Mitgliedern der TRPC-
Familie als auch mit TRPP1 (P1) und TRPV4/6 (V4/6) einen heteromeren Kanalkomplex eingehen. Die Formation 
eines homomeren TRPC1-Komplexes gilt als umstritten. [53] 
Außerdem unterscheiden sich die jeweiligen TRPC-Kanäle in ihrer Selektivität für Kationen 
(Ca2+, Na+) [40, 56]. TRPC-Kanäle sind in der Lage homomere sowie heteromere Tetramere, 
wie beispielsweise TRPC1/4/5 und TRPC3/6/7, zu bilden [39, 57]. Zudem wurden heteromere 
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Tetramere aus TRPC1 und anderen TRP-Familien, wie zum Beispiel mit TRPP und TRPV 
[53] nachgewiesen (siehe Abbildung 7). Während alle anderen TRPC-Subtypen als 
homomere Tetramere agieren, ist die Bildung eines homomeren, funktionellen TRPC1-Kanals 
in der Plasmamembran umstritten [53, 57]. TRPC1 scheint in heteromeren TRP-Kanälen eher 
als Kanalregulator zu fungieren, da es die Ionenströme in heteromeren TRPC5-Tetrameren 
modifiziert [57] und die Ca2+-Permeabilität in heteromeren TRPC4/5/6/7-Kanälen reduziert 
[58]. Während TRPC3/6/7-Kanäle als Rezeptor-operierte Ca2+-Kanäle gelten [39, 59] und 
durch Diacylglycerol (DAG) in Folge einer Stimulation von Gq-Protein gekoppelten 
Rezeptoren und Phospholipase C aktiviert werden, ist die Aktivierung von homo- und 
heteromeren TRPC1/4/5-Kanälen noch nicht klar [53]. Erst vor kurzem konnte gezeigt 
werden, dass auch TRPC4- und TRPC5-Kanäle prinzipiell durch DAG aktivierbar sind [60]. 
Es könnte jedoch auch eine Interaktion zwischen TRPC-Kanälen und STIM-Proteinen oder 
Orai-Kanälen eine Rolle spielen [51]. 
1.2.2.3 „Nuclear factor of activated t cells“ (NFAT) als Transkriptionsfaktor 
Der Transkriptionsfaktor „Nuclear factor of activated t cells“ (NFAT) wurde ursprünglich als 
putativer Regulator in T-Zellen zur Genexpression von Zytokinen (z.B. Interleukin (IL)-2) 
entdeckt [61, 62]. Nach der Identifizierung aller NFAT-Proteine wurde jedoch klar, dass 
NFAT-Proteine nicht nur für die Regulation von Zytokinen in T-Zellen von Bedeutung sind, 
sondern in vielen anderen Zelltypen und Organen ebenfalls eine wichtige Rolle spielen. Die 
Familie der NFAT-Proteine besteht aus fünf Mitgliedern: NFAT1 (NFATp, NFATc2), 
NFAT2 (NFATc, NFATc1), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATx, NFATc3) und NFAT5. 
Die ersten vier Isoformen (NFAT1-NFAT4) kommen nur in Vertebraten vor und werden 
durch intrazelluläre Ca2+-Signale aktiviert [63]. Auch wenn die Aktivierung der 
Signalkaskade über verschiedene Stimuli, wie zum Beispiel über die Aktivierung von 
Tyrosinkinasen mit oder ohne Rezeptoren, durch Ionenkanäle und G-Protein gekoppelten 
Rezeptoren (GPCR), stattfinden kann, sind die intrazellulären Ca2+-Signale der maßgebende 
Schritt in der nachfolgenden Signalkaskade zur Aktivierung von NFAT-
Transkriptionsfaktoren [64]. Nach einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration 
kommt es zu einer Ca2+/ Calmodulin-vermittelten Aktivierung der Serin/ Threonin 
Phosphatase Calcineurin. Das aktivierte Calcineurin spaltet wiederum die Phosphatgruppen 
am N-Terminus der zytoplasmatischen Untereinheit von NFAT (NFATc) ab, sodass die 
nukleäre Translokation von NFATc in den Zellkern zur NFAT-vermittelten Genexpression 
führt [63, 64] (Abbildung 8). In diesem Zusammenhang spielt der Speicher-operierte Ca2+-
Einstrom [65, 66] eine entscheidende Rolle für die Generierung von Ca2+ und der Ca2+-
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vermittelten NFAT-Signalkaskade. Darüber hinaus stehen Defekte im Ca2+/ Calcineurin-
NFAT-vermittelte Signalweg in Verbindung mit Erkrankungen des Immunsystems 
beispielsweise sowie bei der Entstehung von Tumoren und Entzündungsprozessen 
(zusammengefasst in [67, 68]). Neben dem SOCE wurde auch eine Beteiligung von TRPC-
Kanälen im Rahmen von pathophysiologischen Prozessen, insbesondere bei 
kardiopulmonalen Erkrankungen, nachgewiesen (zusammengefasst in [53, 54, 69]). 
 
Abbildung 8: Übersicht der Aktivierung des Ca2+/ Calcineurin/ nuclear factor of activated T cells (NFAT)-Signalwegs. 
Durch eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration, z.B. durch den Speicher-operierten Ca2+-Einstrom 
nach Aktivierung von stromal interaction molecule (STIM1/2)-Proteinen und der anschließenden Öffnung von Orai-
Kanälen in der Plasmamembran, kommt es zur vermehrten Bindung von Ca2+ an Calmodulin (CaM). Die 
Ca2+/Calmodulin-vermittelte Aktivierung der Serin/ Threonin Phosphatase Calcineurin zur Abspaltung der 
Phosphatgruppen am N-Terminus von NFAT. Die Dephosphorylierung von NFAT resultiert in einer 
Konformationsänderung, die mit einer raschen Translokation von NFAT in den Zellkern einhergeht. Anschließend 
kommt es durch die nukleäre Translokation von NFAT und mit Hilfe von activator protein 1 (AP-1) zur NFAT-
vermittelten Genexpression. AP-1 fungiert als Transkriptionspartner von NFAT, bindet mit NFAT an die DNA und 
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1.2.2.4 Interaktion zwischen „classical transient receptor potential“ (TRPC)-Kanälen 
und „stromal interaction molecule“ (STIM1/2)-Proteinen /Orai-Kanälen 
Auf der Suche nach den molekularen Mechanismen des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms 
(SOCE) stellten TRPC-Kanäle erste und damals aussichtsreiche Kandidaten dar. Nach ihrer 
Entdeckung [43] wurde zunächst angenommen, dass es sich bei den TRPC-Kanälen um die 
lang ersehnten SOCE-Kanäle handelte [45]. Allerdings zeigten die TRPC-Kanäle nicht die 
Ca2+-selektiven Eigenschaften eines ICRAC und schienen spätestens nach dem Nachweis des 
Rezeptor-operierten Ca2+-Einstroms (ROCE) anhand der Aktivierung von 
TRPC3/6/7-Kanälen durch DAG aus dem Rennen ausgeschieden zu sein [39]. Trotz der 
Identifizierung von Orai-Kanälen [32] als Ca2+-selektive ICRAC-Ionenkanäle [11] und STIM-
Proteinen [70] als Mediator des SOCE, wird eine Beteiligung von TRPC-Kanälen am SOCE 
bis heute kontrovers diskutiert.  
In diesem Zusammenhang zeigten vor allem die drei Arbeitsgruppen um Shmuel Muallem, 
Lutz Birnbaumer und Indu Ambudkar eine Beteiligung von TRPC-Kanälen am SOCE durch 
Interaktionen von TRPC-Kanälen mit entweder STIM1/2- [71-73] oder Orai1/2/3-Proteinen 
[74-76] (zusammengefasst in [77-79]).  
 
Abbildung 9: Schematische Darstellung der Orai und TRPC Aktivierung durch STIM-Proteine anhand des Beispiels 
eines unter chronischer Hypoxie verursachten Speicher-operierten Ca2+-Einstrom (SOCE) in glatten Muskelzellen 
(smooth muscle cells, SMC) (modifiziert nach [80]). Eine direkte Aktivierung von Orai- und TRPC-Kanälen durch 
STIM-Proteine wird von der Arbeitsgruppe von Shmuel Muallem vorgeschlagen, während die Forschergruppe von 
Lutz Birnbaumer einen heteromeren Orai/TRPC-Komplex favorisiert (siehe Text). Unter hypoxischen Bedingungen 
führt die Aktivierung von „bone morphogenic protein 4 receptor“ (BMP4-R) zu einer vermehrten Produktion von 
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H2O2 durch die „nicotinamide adenine dinucleotidephosphate-oxidase 4“ (NOX4). Nach der H2O2-vermittelten 
Spaltung von PIP2 durch Phospholipase C (PLC) führt die mit Hilfe von Inositoltriphosphat (IP3)-vermittelte 
Speicherentleerung sowohl zur direkten Aktivierung von Orai- als auch von TRPC-Kanälen. Der dadurch induzierte 
SOCE in SMC (in rot) führt einerseits zu einer vermehrten Proliferation sowie andererseits zu einem verstärkten 
Gefäßumbau („Remodelling“). Diese pathophysiologischen Prozesse sind für die Entwicklung und Entstehung der 
pulmonalen Hypertonie mitverantwortlich. [80] 
Shmuel Muallems Arbeitsgruppe vertritt die Hypothese, dass heteromere TRPC-Komplexe 
aus TRPC1-6 existieren, die von STIM direkt aktiviert werden, und so zu einem SOCE führen 
[71] (Abbildung 9). Sie konnten zeigen, dass der COOH-Terminus von STIM1 nicht nur den 
SOCE initiiert sondern auch mittels elektrostatischer Interaktionen mit TRPC-Kanälen 
interagiert. Laut der Arbeitsgruppe ist hierfür nicht die Lysin Domäne von STIM1 sondern 
der enge Kontakt zwischen den „STIM1 Orai1 Activating Region“ (SOAR)-Regionen von 
STIM und den „coiled-coil“-Domänen von TRPC notwendig [81-83]. 
Eine Beteiligung von TRPC1-Kanälen am SOCE wurde bisher nur in Azinuszellen des 
Pankreas [84] und in Speicheldrüsenzellen [85] beschrieben, während eine Beteiligung in 
glatten Muskelzellen der Blutgefäße [86] und in Blutplättchen [87] nicht nachgewiesen 
werden konnte. Die Arbeitsgruppe von Indu Ambudkar (Abbildung 10a) spezialisierte sich 
auf die Rolle des TRPC1-Kanals in Speicheldrüsenzellen und identifizierte einen dreiteiligen, 
dynamischen Komplex aus TRPC1-STIM1-Orai1-Proteinen. Hierbei konnten sie durch 
sogenannte „Knockdowns“ der einzelnen TRPC1-STIM1-Orai1-Komponenten zeigen, dass 
der SOCE nur durch das Zusammenspiel aller drei Proteine induziert werden konnte [88]. 
Eine wichtige Rolle könnten laut den Autoren auch Mikrodomänen und Ca2+-Signalproteine, 
wie zum Beispiel die sarko-/ endoplasmatische Retikulum Ca2+-ATPase (SERCA)- und 
Plasmamembran Ca2+-ATPase( PMCA)-Pumpe, Phospholipase Cβ (PLCβ), der IP3-Rezeptor 
und Calmodulin, spielen [89, 90]. In heteromeren TRPC-Komplexen mit TRPC1 zeigten 
TRPC1/3 in humanen Ohrgangspeicheldrüsenzellen [91] sowie in H19-7 Zelllinien aus dem 
Hippocampus der Ratte [92] eine Beteiligung am SOCE. In vaskulären glatten Muskelzellen 
[93] konnte ebenfalls ein SOCE durch TRPC1/5-Kanalkomplexen nachgewiesen werden, 
während Endothelzellen einen TRPC1/4-vermittelten SOCE aufwiesen [94]. Ein heteromerer 
Komplex aus den in HEK-Zellen heterolog exprimierten drei TRPC-Kanälen TRPC1/3/7 
zeigte ebenfalls eine Beteiligung am SOCE [95]. 
Die Arbeitsgruppe von Lutz Birnbaumer (Abbildung 10b) vertritt die Hypothese, dass TRPC- 
mit Orai-Kanälen heteromere Komplexe bilden und sowohl im ROCE als auch im SOCE 
involviert sind (zusammengefasst in [78]). Anhand von Ko-Immunopräzipitationsversuchen 
identifizierten sie  eine funktionelle Interaktion, zum Beispiel zwischen NH2-und COOH-
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Termini von TRPC3 und TRPC6 mit Orai1 [74]. Darüber hinaus zeigten sowohl TRPC3- als 
auch TRPC6-überexprimierende Zelllinien nach Transfektion mit Orai1-3 einen erhöhten 
SOCE während Gd3+ als SOCE-Blocker und die Verwendung einer negativen Orai1-
Mutanten (G91W) einen verminderten ROCE in HEK-Zellen erzeugten. Die gleiche Orai-
Mutante zeigte in HEK-Zellen, die stabile oder transiente TRPC3-Kanäle exprimierten, einen 
reduzierten OAG-vermittelten Ca2+-Einstrom [96]. Laut der Arbeitsgruppe könnten 
sogenannte „Lipid Rafts“ als Lipid Mikrodomänen auch eine wichtige Rolle für den ROCE 
und SOCE in heteromeren TRPC-Orai-Komplexen spielen. Demnach könnte TRPC1 
entweder nach Aktivierung durch STIM1 in „Lipid Rafts“ vorgefunden werden oder ohne 
STIM1 in Verbindung mit anderen TRPC-Proteinen Rezeptor-operierte Kanäle bilden [79]. 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellungen von STIM-TRPC-Orai-Komplexen. a: Abbildung des dreiteiligen 
Komplexes aus STIM1-, TRPC1- und Orai1-Proteinen in stimulierten und ruhenden Zellen nach der Hypothese von 
Indu Ambudkars Arbeitsgruppe. Nach der Entleerung der Ca2+-Speicher kommt es zu einer Oligomerisierung von 
STIM1-Proteinen, welche an Orai1- und TRPC1-Kanäle koppeln und durch bisher noch unbekannte Mechanismen 
einen dreiteiligen Speicher-operierten Kanalkomplex bilden [88]. b: Vereinfachte Darstellung eines möglichen 
heteromeren Komplexes aus Orai- und TRPC-Kanälen auf Basis der Hypothese um die Arbeitsgruppe von Lutz 
Birnbaumer [74]. Der Ca2+-Sensor STIM registriert einen Ca2+-Konzentrationsabfall im endoplasmatischen 
Retikulum (ER) und aktiviert Orai-Kanäle als Untereinheit von TRPC-Ionenkanälen in der Plasmamembran (PM). 
Unten rechts ist eine hypothetische Anordnung eines heteromeren TRPC-Orai-Komplexes mit funktionellen 
Rezeptor- und Speicher-operierten Kanal (ROC/SOC) abgebildet. Das dargestellte oktamere Heteromer besteht aus 
jeweils vier Orai-Dimeren zusammen mit einem TRPC-Tetramer. Heteromere TRPC-Orai-Kanäle mit weniger als 
vier Orai-Dimeren fungieren als Rezeptor-operierter Kanalkomplex [74, 78]. 
Die Arbeitsgruppe von Attila Braun vertritt als mögliche Interaktion zwischen TRPC- und 
STIM/Orai-Proteine eine weitere Hypothese für den TRPC6-Kanal. Durch einen signifikant 
reduzierten SOCE in TRPC6- und Orai1-defizienten murinen Blutplättchen im Vergleich zu 
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Orai1-defizienten Zellen, demonstrierte die Arbeitsgruppe eine indirekte Beteiligung von 
TRPC6-Kanälen am SOCE in murinen Blutplättchen [97]. In Blutplättchen kann 
Diacylglycerol (DAG) grundsätzlich auf zwei Wege generiert werden. Zum einen durch die 
Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5‐bisphosphat (PIP2) nach der Aktivierung der 
Phospholipase C (PLC) und zum anderen durch Phospholipase D (PLD), welche 
Phosphatidylcholin (PC) in Phosphatidsäure (PA) und dieses durch Phosphatidat-
Phosphatasen (PAP) in DAG umwandelt. Mit Hilfe von PLC- und PLD-Funktionstests wurde 
in Orai1-defizienten Blutplättchen eine reduzierte Aktivität von PLC und PLD gemessen. 
Diese Signalmechanismen könnten durch einen Orai1-induzierten SOCE den DAG-
vermittelten ROCE verstärken (siehe Abbildung 11). 
 
Abbildung 11: Modell zur TRPC6-Kanal-Aktivierung durch den Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) [97]. 
Durch den Ca2+-Einstrom über Orai-Kanäle erhöht sich die Aktivität von Phospholipase C und D (PLC/PLD). 
Infolgedessen kommt es zum einen über PLC direkt und zum anderen über PLD unter Umsetzung von 
Phosphatidsäure (PA) mit Hilfe von Phosphatidal-Phosphatasen (PAP) indirekt zur Produktion von Diacylglycerol 
(DAG). Die Thromboxan (TxA2)-Produktion kann die PLC-Aktivität durch Rezeptoraktivierung weiter erhöhen. 
Eine vermehrte Produktion von DAG aktiviert TRPC6-Kanäle und führt zu einem zusätzlichen Ca2+-Einstrom in die 
Zelle. Inositoltriphosphat (IP3); Inositoltriphosphat-Rezeptor (IP3R); Phosphatidylcholin (PC); Phosphatidylinositol-
4,5‐bisphosphat (PIP2); Thromboxan A2-Rezeptor (TP) 
Auf Grund der vorgestellten Daten zum SOCE in homomeren und heteromeren TRPC-
Kanälen in Abhängigkeit von der Expression, muss die Funktion von TRPC-Kanälen als 
ROCE oder SOCE in den zu untersuchenden Zellen jeweils unabhängig voneinander 
analysiert werden. 
1.3 Funktion und Aufbau des humanen respiratorischen Systems 
Das respiratorische System dient der Atmung, um den Gasaustausch zwischen der 
umgebenden Luft und dem Blutkreislauf zu gewährleisten. Während Sauerstoff (O2) über die 
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Alveolen in die Blutkapillaren diffundiert, wird im gleichen Zug Kohlenstoffdioxid (CO2) in 
die Umgebung ausgeschieden. Neben der Atmung besitzt das respiratorische System noch 
weitere wichtige Funktionen wie beispielsweise die Regulierung des pH-Wertes, die 
Immunabwehr von inhalierten Pathogenen und die Erzeugung von Luftströmen für die 
Produktion von Tönen [98]. 
Das respiratorische System kann anhand der Anatomie oder der Funktion in zwei Abschnitte 
eingeteilt werden. Topographisch besteht das Atmungssystem neben den Knochen und 
Muskeln des Thorax und des Abdomens aus den oberen und unteren Atemwegen. Während 
der obere Respirationstrakt den Mund, die Nasenhöhle, den Rachen und den Kehlkopf 
(Larynx) umfasst, gliedert sich der untere Respirationstrakt in Luftröhre (Trachea) und das 
Bronchialsystem der Lunge. Die funktionelle Gliederung unterteilt das respiratorische System 
in einen luftleitenden und einen gasaustauschenden Abschnitt [99]. Eine detaillierte 
Aufteilung erfolgte nach der “International Commission for Radiological Protection” (ICRP) 
in vier anatomische Teile: die extra- und intrathorakale, bronchiolare und alveolär-
interstitielle Region [100] (Abbildung 12). Die extrathorakale Region dient neben der 
Reinigung der Luft auch zur Luftaufnahme und entspricht der Aufteilung der oberen 
Atemwege. Der intrathorakale Abschnitt gliedert sich in Trachea und die bronchiale Region, 
bestehend aus Haupt-, Lappen-, Segmentbronchien, auf. Die Trachea gliedert sich in einen 
linken und rechten Hauptbronchus (Bronchi principales), welche jeweils in den Hilus des 
linken oder rechten Lungenflügels münden. Während der linke Lungenflügel aus nur zwei 
Lappen (Ober- und Unterlappen) besteht, weist der rechte Lungenflügel drei Lappen (Ober-, 
Mittel-, und Unterlappen) auf. Die Lungenflügel teilen sich weiter in jeweils acht und zehn 
Segmente auf. Insgesamt gliedert sich die Lunge anhand des Bronchialbaums in bis zu 23 
dichotome Verzweigungen auf. Innerhalb der respiratorischen Epithelstruktur der 
intrathrokalen Region sind vor allem flüssigkeitsproduzierende und muköse Zellen, wie 
beispielsweise Clubzellen (früher als Clara-Zellen bezeichnet), Becherzellen, Basalzellen und 
neuroendokrine Zellen vorzufinden Die bronchiale Region, welche nur noch aus einem 
einschichtigen respiratorischen Epithel besteht, verzweigt sich aus den Lappenbronchien in 
weitere Untersegmente (Segmentbronchien) bis hin zu den Endbronchiolen (Bronchioli 
terminales) auf. Von dort aus geht der Bronchialast in die feinste Struktur des 
gasaustauschenden Systems, dem alveolär-interstitiellen Teil über. Dieser besitzt keine 
Knorpel und Drüsen mehr und besteht aus den respiratorischen Bronchiolen (Bronchioli 
respiratorii), dem Alveolargang (Ductus alveolares), den Alveolarsäckchen (Saccus 
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alveolares) zusammen mit deren Alveolen und dem interstitiellen Bindegewebe [99, 101-103] 
.  
 
Abbildung 12: Anatomie des humanen respiratorischen Systems nach der „International Commission for Radiological 
Protection” (ICRP). Die Aufteilung des respiratorischen Systems erfolgt demnach in vier Regionen: Die 
Extrathorakale und intrathorakale Region sowie die bronchiale und alveolär-interstitielle Region, welche als Teile der 
intrathorakale Region gelten. Die einzelnen Strukturen der jeweiligen Regionen sind dem Text zu entnehmen und 
wurden in dieser Abbildung schematisch zugeordnet. Modifiziert nach [104]. 
1.4 Das murine respiratorische System 
Im Vergleich zum humanen respiratorischen System weist das Respirationssystem der Maus 
nur wenige abweichende charakteristische Merkmale auf. Die Lungen beider Systeme setzen 
sich zwar aus jeweils fünf Lungenlappen zusammen, jedoch unterscheidet sich die Anordnung 
der Lungenlappen. Im Gegensatz zur menschlichen Lunge besteht die Lunge der Maus aus 
einem linken Lungenflügel mit nur einem Lungenlappen und einem rechten Lungenflügel aus 
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sich dieser in der Maus monopodial auf. Mit 23 Verzweigungen weist das humane 
Bronchialsystem im Vergleich zum murinen System mit nur 15-20 Verzweigungen ein stärker 
verzweigtes System auf [105]. Daraus lassen sich auch Unterschiede in der Zusammensetzung 
und Struktur des Lungenparenchyms ableiten. Während das murine Lungenparenchym aus 18 
% der Lunge besteht, entspricht das humane Lungenparenchym nur 12 % des 
Lungenvolumens.  
 
Abbildung 13: Schematische Darstellung des murinen Respirationssystems und des Lungenepithels. Die Aufteilung 
der murinen Lunge erfolgt in drei Abschnitte: die Trachea zusammen mit den beiden Hauptbronchien, die 
intralobären Atemwege und die Alveolen. Die Beschreibungen der jeweiligen Strukturen des Lungenepithels sind im 
Text beschrieben. Modifiziert nach [106, 107].  
Das murine Respirationssystem (Abbildung 13) setzt sich im Bereich der knorpelhaltigen 
Luftwege mit Trachea und Hauptbronchien aus einem mehrschichtigen Lungenepithel mit 
sekretorischen Zellen (Clubzellen und Becherzellen), submukösen Drüsen sowie Basalzellen 
zusammen. Das Zellepithel der intralobären Atemwege beinhaltet keine Knorpelringe mehr 
und besteht vermehrt aus neuroendokrinen Zellen sowie Ziliarzellen und arteriellen glatten 
Muskelzellen (arterial smooth muscle cells, ASMC) ). Im Alveolarbereich besteht das Epithel 
vor allem aus den alveolaren Epithelzellen Typ I- (ATI) und Typ II- (ATII) Zellen. Während 
die dünnen, lang gestreckte ATI-Zellen sowohl den Gasaustausch erleichtern als auch als 
Zellbarriere für eindringende Mikroorganismen und schädliche Flüssigkeiten dienen, bilden 
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ATII-Zellen das lebenswichtige „Surfactant“ zur Herabsetzung der Oberflächenspannung. An 
den Verzweigungen des alveolären Kapillarnetzes sind pulmonale arterielle glatte 
Muskelzellen (PASMC) vorzufinden, welche zur Regulation des Blutdrucks in der Lunge 
beitragen. In dem umgebenden interstitiellen Raum sind Lungenfibroblasten für die 
Produktion extrazellulärer Matrixproteine, wie beispielsweise Kollagen und Fibronektin, als 
Teil des stützenden Bindegewebes zuständig [106, 108]. Auf Grund der ähnlichen 
Lungenarchitektur eignen sich Mäuse als Modellsysteme, um respiratorische Erkrankungen 
„in-vivo“- und „in-vitro“ zu untersuchen [109].  
1.5 Krankheitsbilder der Lunge 
1.5.1 Pulmonale arterielle Hypertonie 
Die pulmonale arterielle Hypertonie (PAH) ist gekennzeichnet durch einen progressiven 
Gefäßumbau („Remodelling“) der distalen pulmonalen Arterien, wodurch es zu einem 
erhöhten Blutdruck und Lungengefäßwiderstand kommt. Es wird von einer globalen 
Prävalenz der PAH von 1 % der erwachsenen Gesamtbevölkerung ausgegangen, die bei über 
65-jährigen Patienten auf einen Anteil von 10 % ansteigt [110]. Ohne adäquate Behandlung 
führt die als selten eingestufte kardiovaskuläre Erkrankung zu einem Rechtsherzversagen und 
schließlich zum Tod [111]. Die pulmonale Hypertonie (PH) wird mit einem in Ruhe 
vorherrschenden chronisch erhöhten pulmonalen arteriellen Mitteldruck (PAPm) von 
p≥ 25 mmHg definiert. Zusätzlich wird die Definition der PAH um die Werte des normalen 
pulmonal arteriellen Verschlussdruck (PAWP) von ≤15 mmHg und des vaskulären 
pulmonalen Widerstand (PVR) von > 240 dyn × s × cm−5/ 3 Wood-Einheiten ergänzt [112]. 
Nach der klinischen Klassifikation der „European Society of Cardiology“ und der „European 
Respiratory Society“ wird die PAH in vier Gruppen unterteilt: die idiopathische PAH (IPAH), 
die genetisch bedingte PAH, die medikamentös oder toxisch induzierte PAH, und die mit 
anderen Erkrankungen assoziierte PAH. Diese Einteilung wurde um die PAH bei Patienten 
mit Langzeitbehandlung durch Ca2+-Kanal-Blocker, unter einer offensichtlichen Beteiligung 
des venösen und kapillaren Systems sowie der langanhaltenden PH durch das Neugeborenen-
Syndrom erweitert [113] (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Tabelle nach Simmoneau [113]:  
1. Pulmonale arterielle Hypertonie (PAH) 
1.1. Idiopathische PAH 
1.2. Genetisch-bedingte/ familiäre PAH  (Mutationen, z.B. BMPR2) 
1.3. Medikamentöse oder toxisch induzierte PAH  
1.4 PAH assoziiert mit 
1.4.1. Kollagenosen 
1.4.2. HIV-Infektion 
1.4.3. Portale Hypertonie 
1.4.4. Kongenitale Herzerkrankungen 
1.4.5. Schistosomiasis 
1.5. PAH durch Langzeitanwendung von Ca2+-Kanal-Blockern  
1.6. PAH unter venös-okklusiver oder kapillarer Beteiligung (PVOD/PCH)  
1.7 Persistierende PAH bei Neugeborenen 
 
Zu den Risikofaktoren, die zur Entstehung einer PAH beitragen, zählen zum Beispiel 
chronisch obstruktive [114] (z.B. chronic obstructive pulmonary disease, COPD) und 
fibrosierende Lungenerkrankungen (z.B. die idiopathische Lungenfibrose) [115], die 
Einnahme von Appetitzügler (z.B. Aminorex) [116], genetische Disposition (z.B. Mutationen) 
[117] oder veränderte Endothelin-Expressionen [118]. Im Rahmen der PAH kommt es neben 
der erhöhten Vasokonstriktion im pulmonalen vaskulären Gefäßsystem und dem Anstieg des 
Gefäßwiderstands zu einer verstärkten Proliferation von pulmonalen arteriellen glatten 
Muskelzellen und Endothelzellen. Dadurch findet eine Umstrukturierung der Arterienwände 
in Form einer Muskularisierung der peripheren Gefäße, einer Verdickung der muskulären 
Arterien und einer vermehrten Neointima-Bildung statt, welche sowohl zu einer Verengung 
der Gefäße als auch zum Verlust von kleinen präkapillären Gefäßen führt. [117, 119]. Zu den 
proliferierenden Muskelzellen, die maßgeblich an der Entstehung einer PAH beteiligt sind, 
gehören pulmonale arterielle glatte Muskelzellen (PASMC) [117]. PASMC sind an den feinen 
Verzweigungen der kleinen pulmonalen präkapillären Arterien vorzufinden. Diese Arterien 
besitzen einen Durchmesser von <500 µm [120], regulieren den Gefäßtonus und stellen somit 
den Gefäßwiderstand zur Regulation des Blutdrucks dar. PASMC treten entweder in Form 
eines kontraktilen, vaskulären oder proliferativen, migratorischen Phänotyps auf. Während 
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der kontraktile Phänotyp den vaskulären Tonus reguliert, ist der proliferative Typ an der 
pathophysiologischen Veränderung der Gefäßwand beteiligt [121]. 
In diesem Zusammenhang gilt Endothelin-1 (Et-1) als einer der stärksten 
vasokonstriktorischen Regulatoren im humanen kardiovaskulären System. Das Peptid 
Endothelin-1 bindet mit gleicher Affinität entweder an G-Protein-gekoppelte Endothelin-A 
(ETA)- oder Endothelin-B (ETB)-Rezeptoren [122]. Während ETA-Rezeptoren überwiegend in 
glatten Muskelzellen und Fibroblasten vorzufinden sind und eine vasokonstriktorische 
Wirkung erzielen, treten ETB-Rezeptoren sowohl in glatten Muskelzellen als auch in 
Endothelzellen auf. Auch wenn die Stimulation von ETB-Rezeptoren in PASMC zu einer 
vasokonstriktorischen Wirkung führt zeigen diese in Endothelzellen eine gegensätzliche 
Wirkung in Form einer bronchodilatatorischen Relaxation. [123, 124]. Nach der Aktivierung 
von ETA-Rezeptoren kommt es neben der vasokonstriktorischen Wirkung zur Proliferation 
von pulmonalen arteriellen glatten Muskelzellen. Im Blutplasma von PAH-Patienten wurden 
bereits erhöhte Et-1-Werte gefunden, die neben dem vasokonstriktorischen Effekt von Et-1 
auch einen Einfluss auf den pulmonalen Blutfluss und das Herzzeitvolumen hatten [125]. 
Laut der aktuellen Leitlinie [126] zur Behandlung der PAH werden neben 
Kalziumkanalantagonisten Arzneimittel verwendet, die entweder in den Et-1- [127], 
Stickstoffmonoxid (NO)- [128] oder in den Prostazyklin-Signalweg [129] eingreifen 
(Abbildung 14). Diese drei Signalwege sind zum einen an der Regulation des vaskulären 
Tonus durch vasodilatatorischen Mediatoren, wie zum Beispiel NO und Prostazyklin, und 
zum anderen an der Proliferation von Muskelzellen beteiligt [117]. Um der 
vasokonstriktorischen Wirkung von Et-1 entgegenzuwirken existieren selektive und 
unselektive ETA- und ETB-Antagonisten (z.B. Bosentan, Sitaxan und Ambrisentan), die zu 
einer Relaxation des Gefäßendothels führen. Darüber hinaus werden NO-freisetzende 
Substanzen, Phosphodiesterase 5 (PDE5)-Hemmer (z.B. Sildenafil) und Stimulatoren der 
löslichen Guanylatzyklase (sGC) (z.B. Riociguat) eingesetzt, um die Konzentration an NO 
beziehungsweise zyklischem Guaninmonophosphat (cGMP) zu erhöhen. Neben NO besitzt 
cGMP ebenfalls einen vasodilatatorischen Effekt und führt zur Relaxation glatter 
Muskelzellen. Prostanoide (z.B. Iloprost, Epoprostenol) und Prostazyklin (IP)-Rezeptor-
Agonisten (z.B. Selexipag) unterstützen die vasodilatatorische sowie die antiproliferative und 
antientzündlichen Wirkung von Prostazyklinen, die endogen mit Hilfe der Cyclooxygenase 
aus Arachidonsäure gewonnen werden [117]. 
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Abbildung 14 nach [117]: Aktuelle Behandlungsmöglichkeiten und mögliche Therapien der pulmonalen arteriellen 
Hypertonie (PAH). Die drei abgebildeten Signalwege: Endothelin-1 (Endothelin pathway), Stickstoffmonoxid (NO, 
nitric oxide pathway) und Prostazyklin (PGI2, Prostacyclin pathway) stellen die Hauptwege der Regulation des 
vaskulären Tonus dar und dienen im Rahmen der Therapie als Zielstrukturen für Arzneimittel zur Behandlung der 
PAH. Bei einer endothelialen Dysfunktion kommt es einerseits zu einer geringeren Produktion an vasodilatatorischen 
Mediatoren (NO und Prostazyklin) und andererseits zu einer Erhöhung der Endothelin-1-Werte, wodurch es zur 
Vasokonstriktion und vermehrten Proliferation von glatten Muskelzellen kommt. Der Endothelin-1-Signalweg kann 
mit Hilfe von selektiven ETA- oder ETB-Rezeptor-Antagonisten geblockt werden. Um den NO-Signalweg zu 
unterstützen werden entweder NO-Donatoren direkt gegeben oder Phosphodiesterase Typ 5 (PDE-5)-Blocker, die 
neben den Stimulatoren der löslichen Guanylatzyklase (sGC) einen erhöhten Spiegel an zyklischen 
Guaninmonophosphat (cGMP) erzeugen. Der Prostazyklin-Signalweg kann durch die Verwendung von Prostanoiden 
(PGI2 Analoga) oder nicht prostanoide Prostaglandin (IP)-Rezeptor-Agonisten (z.B. Selexipag) verstärkt werden. 
Die idiopathische Lungenfibrose (IPF) gehört zur Gruppe der diffusen parenchymalen/ 
interstitiellen Lungenerkrankungen und ist durch einen progredienten, auf die Lunge 
beschränkten, fibrosierenden Verlauf unbekannter Ursache charakterisiert. Als chronisch 
verlaufende und irreversible Pneumonie stellt die IPF die häufigste Form der Lungenfibrose 
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dar [130]. Die Prävalenz der IPF schwankt in epidemiologischen Studien zwischen 2-29 
Fällen pro 100.000 Personen der Gesamtbevölkerung. Während die Erkrankung mehr Männer 
als Frauen betrifft, nimmt der prozentuale Anteil ab einem Lebensalter von 65 Jahren deutlich 
zu [131]. Anhand der Prävalenz der epidemiologischen Daten wird die IPF als seltene 
Erkrankung mit einer Überlebensprognose von 3-5 Jahren eingestuft. Die Diagnose der IPF 
erfolgt nach Ausschluss anderer Erkrankungen anhand der Identifizierung charakteristischer 
Muster der interstitiellen Pneumonie (Honigwabenstruktur) in „high resolution computer 
tomography“ (HRCT)-Aufnahmen oder Lungenbiopsien [130, 132]. Trotz der unbekannten 
Ursache der IPF gilt das Rauchen von Zigaretten neben der Einatmung von Metall- und 
Holzstaub als größter potentieller Risikofaktor zur Entwicklung einer Lungenfibrose. Darüber 
hinaus stellen genetische Faktoren und Komorbiditäten, wie zum Beispiel ein abnormaler 
gastroösophagealer Reflux oder die pulmonale arterielle Hypertonie, weitere Risikofaktoren 
dar [131]. Des Weiteren existieren Studien, die durch Nachweise von Virus-DNA und -
Protein in Lungenbiopsien von IPF-Patienten einen kausalen Zusammenhang zwischen der 
IPF und viralen Infektionen, wie beispielsweise durch das Epstein-Barr- oder Hepatitis C-
Virus, nachweisen konnten [133, 134].  
Auch wenn der genaue Pathomechanismus der IPF noch weitgehend ungeklärt ist, weisen 
Studien auf ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren und Signalwege hin. Neben 
Entzündungsprozessen tragen Epithel-abhängige Signalkaskaden unter Beteiligung von 
(Myo)Fibroblasten und einer Akkumulierung von extrazellulärer Matrix (ECM)-Proteine zur 
Pathogenese der IPF bei. Im Verlauf der IPF kommt es nach Schädigungen durch äußere 
Umwelteinflüsse (z.B. Zigarettenrauch, Viren, etc.) auf Grund einer alters- oder genetisch 
bedingten anfälligen Lungenstruktur zu Mikrorissen in der Epithelschicht der Lunge. Diese 
Mikrorisse führen einerseits zwar zu einem Absterben von alveolaren Epithelzellen Typ I und 
Typ II (ATI und ATII), und andererseits zu einer vermehrten Proliferation und Einwanderung 
der alveolaren Epithelzellen auf Grund einer chronischen Dysregulation von ATII-Zellen. Im 
Rahmen der IPF sezernieren ATII-Zellen vermehrt Wachstumsfaktoren (z.B. Matrix-
Metalloproteasen) und Zytokine (z.B. „transforming growth factor“ (TGF-β)). Die Sekretion 
von TGF-β führt neben der Aktivierung und Einwanderung von Fibroblasten zur 
Transformation von Fibroblasten zu kontraktilen Myofibroblasten und zu deren Rekrutierung 
(zusammengefasst in [130, 132]). Myofibroblasten können ebenso auf andere Weise [135] 
(Abbildung 15), wie beispielsweise aus mesenchymalen Zellen, Perizyten [136] aus dem 
Lungeninterstitium, Fibrozyten [137] oder durch die epitheliale- oder endotheliale 
mesenchymale Transformation (EMT) entstehen [138, 139].  
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Abbildung 15: Überblick der möglichen Rekrutierung von Fibroblasten während der Entwicklung einer 
idiopathischen Lungenfibrose. Durch externe Umwelteinflüsse (z.B. Zigarettenrauch, Virusinfektion, etc.) 
entstandene Mikrorisse führen zur Aktivierung von alveolaren Epithelzellen Typ II (ATII-Zellen) und zur Sekretion 
von Chemokin-Ligand 12 (CXCL12). Dieses stimuliert den Chemokin-Rezeptor 4 (CXCR4), wodurch es zur 
Einwanderung von Fibrozyten in das geschädigte Gewebe kommt. Zudem sekretieren ATII-Zellen starke 
chemotaktische und mitogene Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel den „platelet-derived growth factor“ (PDGF)-
Wachstumsfaktor. Dieser induziert wiederum die Migration und Proliferation von Fibroblasten aus mesenchymalen 
Zellen. Unter bestimmten Voraussetzungen und einer Stimulation mit „transforming growth factor β” (TGF-β1) 
können ATII-Zellen auch einer epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) unterzogen werden und sich dabei in 
Fibroblasten umwandeln. In dieser Umgebung schließen sich Fibroblasten zu „Fibroblasten-Foci“ zusammen und 
differenzieren sich vermehrt zu kontraktilen, profibrotischen Myofibroblasten. Modifiziert nach [132]. 
Ein wesentlicher Unterschied zwischen Fibroblasten und Myofibroblasten liegt in der 
Expression von alpha glattem Muskelaktin (α-SMA) [140]. TGF-β trägt neben der 
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten auch maßgeblich zu einer erhöhten 
Expression von α-SMA und Aktinstressfasern in Myofibroblasten bei, was wiederum zu einer 
erhöhten Kontraktilität führt [141]. Auf Grund des unkontrollierten Wundheilungsprozess und 
der erhöhten Ausschüttung von TGF-β kommt es neben einer Ansammlung von 
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(Myo)Fibroblasten in sogenannten „Foci“ zu einer vermehrten Produktion von extrazellulären 
Matrix (ECM)-Proteinen, um die Mikrorisse wieder zu verschließen. Neben Kollagen 1 und 
Kollagen 3 werden durch fibrotische Prozesse auch Glykoproteine und Proteoglykane, wie 
beispielsweise Fibronektin, vermehrt produziert [141, 142]. Der Serin-Protease-Inhibitor 
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) kontrolliert unter anderem die Aktivierung von 
Matrix-Metalloproteasen (MMP), welche während der Entwicklung einer Lungenfibrose eine 
wichtige Rolle spielen und als diagnostische Biomarker dienen [143].  
Die abnormale Produktion von extrazellulären Matrixproteinen (ECM) und die Entstehung 
von „(Myo)Fibroblasten-Foci“ tragen wesentlich zur Pathogenese der IPF durch ein 
„Remodelling“ der Lungenstruktur in Form einer Honigwabenstruktur bei. Diese 
Umstrukturierung führt zu einer Verdickung sowie Versteifung des Lungengewebes, welche 
in einem limitierten Gasaustausch zwischen Alveolarraum und Blutgefäßen sowie mit einer 
Unterversorgung der Organe einhergeht [132]. Neben der Beteiligung von Endothelin-1 (Et-
1) an der Entwicklung einer pulmonalen arteriellen Hypertonie könnte Et-1 ebenfalls eine 
wichtige Rolle während der Ausbildung einer Lungenfibrose spielen. In Studien mit IPF-
Patienten konnten sowohl erhöhte Et-1-Level im Plasma als auch ein kausaler 
Zusammenhang zwischen Et-1 und fibrotischen Prozessen in der Lunge detektiert werden 
[144, 145]. Neben TGF-β aktiviert Endothelin-1 ebenfalls Fibroblasten und führt zu einer 
vermehrten Proliferation sowie Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten. Der 
molekulare Mechanismus ist allerdings bisher noch nicht geklärt. Es gibt jedoch Hinweise auf 
einen antiapoptotischen Effekt von Et-1 auf Fibroblasten mit profibrotische Auswirkungen 
auf die Expression von Fibronektin und einem synergistischen Effekt mit TGF-β [146].  
Auf Grund einer schlechten Studienlage wird eine Triple-Therapie aus antientzündlichen 
Medikamenten (z.B. Prednisolon, Azathioprin und N-Acetylcystein) zur Behandlung der IPF 
nach aktuellen Richtlinien nicht mehr empfohlen sondern eine antifibrotische Therapie mit 
Pirfenidon oder Nintedanib [147]. Auch wenn der genaue Wirkungsmechanismus von 
Pirfenidon noch nicht aufgeklärt wurde, gelten inhibitorische Effekte auf TGF-β-assoziierte 
Wirkungen (z.B. Kollagenproduktion) sowie entzündliche Prozesse durch 
Tumornekrosefaktor und Interleukine als gesichert. Währenddessen führt Nintedanib als 
Tyrosinkinase-Inhibitor zu einer verminderten Expression von profibrotischen 
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel TGF-β, und Wachstumsfaktoren aus Thrombozyten 
und Fibroblasten (PDGF, FGF) [148]. Sowohl Pirfenidon als auch Nintedanib wurden in 
Studien erfolgreich eingesetzt und trugen wesentlich zu einer Verlangsamung des 
Krankheitsverlaufs sowie zu einer Verbesserung der Überlebensrate bei [149]. 
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Nichtsdestotrotz stellt die Lungentransplantation die einzige kausale Therapie der IPF mit 
einer medianen Überlebensprognose von 3-5 Jahren dar [131].  
1.6 Pathophysiologische Rolle des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms 
(SOCE) und von „classical transient receptor potential“ (TRPC)1-, 
TRPC3- und TRPC6-Kanälen  
Die essentielle Bedeutung des Speicher- und Rezeptor-operierten Ca2+-Einstroms 
(SOCE/ROCE) spiegelt sich sowohl in physiologischen als auch pathophysiologischen 
Prozessen wider. In der Literatur sind eine Reihe von Störungen in Ca2+-Signalwegen auf 
Grund einer Dysregulation der intrazellulären Ca2+-Konzentrationen in pathophysiologischen 
Prozessen nachgewiesen worden [7, 150]. Neben der Entdeckung von spannungsabhängigen 
Ca2+-Ionenkanälen als potentielle Zielstrukturen zur Behandlung von kardiovaskulären 
Erkrankungen [151, 152] wurden die Ionenkanäle des Speicher- und Rezeptor-operierten 
Ca2+-Einstroms ebenfalls als mögliche Zielstrukturen untersucht [153-155]. Mit der 
Entdeckung der Orai-Kanäle anhand von Mutationen in immunsupprimierten, sogenannten 
„severe combined immunodeficiency“ (SCID)-Patienten wurde auch ihre Rolle in 
pathophysiologischen Prozessen des Immunsystems bekannt [32]. Patienten mit STIM1-
Mutationen zeigten einen ähnlich klinischen Phänotyp wie SCID-Patienten mit Orai1-
Mutationen [156]. Anhand der Daten von mindestens vier SCID-Patientenfamilien wurde die 
zentrale Rolle des SOCE in T- und B-Lymphozyten sowie in Fibroblasten im Immunsystem 
entdeckt [157]. Neben dem Nachweis einer Muskelschwäche in SCID-Patienten konnte für 
STIM1 auch eine wichtige Rolle in der Entwicklung und Funktion von Muskeln und 
Muskelzellen nachgewiesen werden [158]. Außerdem scheinen STIM1-Proteine bei 
immunsupprimierten Patienten eine wichtige Funktion während der Adipogenese für die 
Entwicklung und Funktionalität von Adipozyten zu besitzen [157] und spielen eine essentielle 
Rolle bei der Tumorgenese verschiedener Krebserkrankungen [157, 159]. Da STIM1/2-
defiziente Mäuse nicht lebensfähig sind [70, 160] oder bereits ein paar Wochen nach der 
Geburt [161] sterben, wird die wichtige Funktion dieser Proteine auch in genmodifizierten 
Tiermodellen deutlich. Gleichermaßen zeigten Patienten mit Orai1-Mutationen Hypoplasien 
der Schweißdrüsen- sowie Haut- und Haarzellen [153]. Darüber hinaus wurden 
pathophysiologische Veränderungen auf Grund eines gestörten SOCE in weiteren Zelltypen, 
wie zum Beispiel in Blutplättchen, Zellen des Pankreas oder neurologischen Zellen, 
nachgewiesen (zusammengefasst in [13]). In der Lunge wurde die Rolle des SOCE bisher nur 
in „in-vitro“ Studien im Rahmen von allergischen Erkrankungen [162], beispielsweise 
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Asthma [163] oder der nasalen Polyposis [164], untersucht. Hierbei zeigten die Studien eine 
erhöhte Aktivierung von Mastzellen sowie eine vermehrte Histamin-Ausschüttung und 
Produktion von Leukotrienen. Durch den simultanen Einsatz eines Leukotrien-Rezeptor-
Antagonisten und von La3+, einem unspezifischen SOCE-Blocker, konnte die gestörte 
Mastzellaktivierung „in-vitro“ unterdrückt und eine mögliche, zukünftige Therapieoption zur 
Behandlung von allergischen Krankheitsbildern aufgezeigt werden [164]. Im Verlauf einer 
pulmonalen Hypertonie kommt es auf Grund von dysfunktionalen Ca2+-Signalwegen 
einerseits zu einer erhöhten Muskelkontraktion und -proliferation und andererseits zu einer 
gestörten endothelialen Zellfunktion [165]. Außerdem findet sowohl eine verminderte NO-
vermittelte Relaxation der Gefäßmuskulatur als auch eine vermehrte Ausschüttung von 
vasokonstriktorischen Mediatoren statt. Diese Mechanismen führen letztendlich zu einer 
Muskularisierung und Verengung der Gefäße [166]. In diesem Zusammenhang wurden 
STIM1- und Orai1-Expressionen sowie die Rolle des SOCE und von ICRAC-Kanälen in 
Endothelzellen untersucht [167, 168]. Im Krankheitsbild der chronisch obstruktiven 
Lungenerkrankungen und von Asthma bronchiale sind diese chronisch entzündlichen 
Prozesse und Umstrukturierungen von Gefäßstrukturen ebenfalls vorzufinden [165]. Durch 
die Sekretion von Zytokinen kommt es zur Aktivierung von Immunzellen (z.B. Mastzellen), 
die zur Ausschüttung von Entzündungsmediatoren (z.B. Histamin) führen. Daraus entstehen 
signifikanten Veränderung der Atemwegstrukturen in Form einer Angiogenese und 
Verdickung der Atemwegswände unter Beteiligung von arteriellen glatten Muskelzellen 
sowie Epithel- und Becherzellen. Diese progressive Umstrukturierung hat eine Verengung der 
Atemwege zur Folge, welche sich in einer verminderten Atemfunktion wider spiegelt [169]. 
In Studien mit asthmatischen Mäusen wurden erhöhte STIM1- und Orai1-Protein-
Expressionen gezeigt sowie eine Inositoltriphosphat (IP3)-vermittelte bronchokonstriktorische 
Wirkung unter Beteiligung eines SOCE [170]. Neben trivalenten Kationen wie La3+ und Gd3+ 
existieren weitere Verbindungen, wie zum Beispiel 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB), 
SKF96365 und Capsaicin, die in Zellversuchen zur Blockade des SOCE eingesetzt wurden. 
Allerdings sind die verfügbaren SOCE-Blocker in ihrer Selektivität limitiert, da sie ebenfalls 
andere Ionenkanäle wie beispielsweise TRP-Kanäle blockieren [13].   
Trotz der Expression von TRPC-Kanälen in einer Vielzahl von unterschiedlichen Zelltypen 
und Geweben, stellte sich die Analyse der (patho)physiologischen Funktion einzelner TRPC-
Kanälen zunächst als Herausforderung dar. Dies lag unter anderem daran, dass TRPC-Kanäle 
homo- und heteromere Kanalkomplexe bilden und es bis heute an spezifischen Kanalblockern 
fehlt [54]. Im Laufe der Zeit gelang es jedoch anhand von genmodifizierten Tiermodellen 
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[171] sowie unter Verwendung von „small interfering“ RNAs (siRNAs) und 
gewebespezifischen Untersuchungen eine Rolle für TRPC-Kanäle in einer Reihe von 
Krankheitsbildern nachzuweisen [172]. Auf Grund der überwiegenden Expression von 
TRPC1, TRPC3 und TRPC6 in Geweben des Gehirns, des Herzens, der Lunge, des 
kardiovaskulären Systems und der Niere [39, 49] sind diese TRPC-Kanäle überwiegend in 
den dort lokalisierten, (patho)physiologischen Prozessen vorzufinden [154, 173]. Neben einer 
Beteiligung von TRPC-Kanälen am Krankheitsbild der Hypertrophie und Wachstum von 
Nervenzellen [174] wurden Mutationen des TRPC6-Kanals in Patienten mit einer fokal 
segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) entdeckt [175]. 
Im Rahmen von kardiovaskulären Erkrankungen spielen TRPC-Kanäle auf Grund ihrer 
ausgeprägten Expression und Funktion eine wichtige Rolle. Die drei TRPC-Subtypen, 
TRPC1, TRPC3 und TRPC6, sind sowohl in vaskulären als auch glatten Muskelzellen sowie 
in Endothelzellen im Gefäßsystem der Lunge vorzufinden und dort am Ca2+-Einstrom 
beteiligt [176]. In Gewebeproben von Patienten mit pulmonaler Hypertonie (PH) zeigten sich 
erhöhte Expressionen von TRPC3- und TRPC6-Kanälen in pulmonalen arteriellen glatten 
Muskelzellen (PASMC) [177] und „single nucleotide polymorphisms“ (SNPs) im TRPC6-
Promotor [178]. Darüber hinaus konnte eine Beteiligung von TRPC1- und TRPC6-Kanälen in 
PASMC auch in Studien mit Mäusen und Ratten, die unter Hypoxie eine chronische 
pulmonale Hypertonie zeigten, identifiziert werden [179, 180]. PASMC proliferieren während 
einer pulmonalen arteriellen Hypertonie (PAH) vermehrt und führen neben einer 
Muskularisierung auch zu einem sogenannten „Remodeling“ des kardiovaskulären 
Gefäßsystems [171]. In TRPC6-defiziente Mäuse konnte im Gegensatz zu Wt-Mäusen keine 
akute hypoxische Vasokonstriktion, wie sie in Patienten mit Sepsis oder akuten Verletzungen 
der Lunge zur Kompensation einer arteriellen Hypoxämie beobachtet wird, nachgewiesen 
werden [181]. Interessanterweise zeigten TRPC1/6-defiziente Mäuse unter chronischer 
Hypoxie jedoch sowohl eine Abnahme der PH als auch eine verringerte Muskularisierung der 
Lungengefäße [182] (zusammengefasst in [183]). Des Weiteren zeigte sich in TRPC6-
defizienten Mäusen eine erhöhte Allergie-induzierte Bronchokonstriktion auf Grund einer 
kompensatorischen Zunahme der Expression von TRPC3-Kanälen [184]. Neben einer 
Agonisten-initiierten, erhöhten Aktivität des TRPC3-Kanals zeigte die Behandlung mit 
Tumornekrosefaktor alpha (TNFα), einem Asthma-Mediator, eine erhöhte Expression an 
TRPC3-mRNA und -Protein [185]. Darüber hinaus spielen TRPC3-Kanäle während der 
Ausbildung des neuronalen Netzwerkes eine wichtige Rolle. In Abwesenheit von TRPC3-
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Kanälen, die überwiegend im Gehirn exprimiert werden, konnte eine verringerte Bildung von 
„brain-derived neurotrophic factor“ (BDNF) gezeigt werden [186].  
Auf Grund der umstrittenen Funktion von TRPC1 als klassischer Ionenkanal oder als 
Kanalregulator in heteromeren Kanalkomplexen, werden (patho)physiologische Funktionen 
des Proteins noch kontrovers diskutiert [53]. TRPC1-Kanäle spielen in einer Reihe 
verschiedener Zelltypen eine wichtige Rolle, jedoch zeigte sich vor allem bei gleichzeitiger 
Abwesenheit von weiteren TRPC-Kanälen eine deutlich veränderte Wirkung. Während der 
Ausbildung einer kardialen Hypertrophie wurde eine Beteiligung von TRPC1-Kanälen 
vermutet, da sich sowohl nach Applikation von TRPC1-spezifischen siRNAs in 
Kardiomyozyten als auch in TRPC1-defizienten Mäusen im Vergleich zu Wt-Mäusen eine 
signifikant geringere Hypertrophie nachweisen lies [187] (zusammengefasst in [185]). 
Darüber hinaus zeigten weitere Arbeitsgruppen eine Beteiligung von TRPC3-, TRPC4- und 
TRPC6-Kanälen, was wiederum nicht auf die Bildung von heteromeren Kanalkomplexen 
hindeutet (zusammengefasst in [53]). Des Weiteren zeigten pulmonale Immunzellen aus 
TRPC6-defizienten Mäusen [188], ähnlichen wie in Abwesenheit von TRPC1 [189], eine 
verringerte Ausschüttung von Zytokinen und Chemokinen. Außerhalb des kardio-pulmonalen 
Bereichs spielen TRPC1-Kanäle unter anderem auch in Schweiß- und 
Bauchspeicheldrüsenzellen eine wichtige Rolle (zusammengefasst in [79]). Hierbei zeigte 
sich ein verminderter Ca2+-Einstrom in TRPC1-defizienten Zellen, welcher zu einer 
verringerten Sekretion in Speicheldrüsenzellen führte [85]. Obwohl TRPC1-Kanäle in 
Blutplättchen vermehrt exprimiert sind, zeigten weder TRPC1-defiziente Mäuse noch 
entsprechende TRPC1-defiziente Blutplättchen Unterschiede in der Blutgerinnung und 
Thrombusbildung [87].  
In der Lunge sind TRPC-Kanäle ebenfalls in Endothel- und Epithelzellen vorzufinden. Diese 
Zellen sind unter anderem wichtig für die Barrierefunktion und den Austausch zwischen 
Gefäßsystem und umliegenden Gewebe. TRPC6-defiziente Mäuse zeigten im Gegensatz zu 
TRPC1-defizienten Mäusen in Ischämie-Reperfusions-Versuchen eine geringere 
Ödembildung [181]. Die Rolle von TRPC6-Kanälen während der Ausbildung einer 
Lungenfibrose wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits intensiv anhand von „in-vitro“- und 
„in-vivo“-Versuchen analysiert. In Zellversuchen mit primären murinen Lungenfibroblasten 
zeigte sich in ausdifferenzierten Myofibroblasten nach TGF-β-Behandlung eine signifikant 
erhöhte Expression von TRPC6-Kanälen im Vergleich zu unbehandelten Lungenfibroblasten. 
Im „in-vivo“ Modell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose blieben die Lungen der 
TRPC6-defizienten Mäuse teilweise vor der Ausbildung einer Lungenfibrose geschützt. Dies 
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spiegelte sich in Form einer verbesserten Lungenfunktion und einer reduzierten 
Kollagenproduktion in primären murinen Lungenfibroblasten (pmLF) der TRPC6-defizienten 
Mäuse wider [190].  
Je nach Tumorgewebe, zum Beispiel in Brust- [191], Eierstock- [192] oder 
Prostatatumorzellen [193], kann die Expression von TRPC-Kanälen sehr stark variieren. In 
Lungenkarzinomzellen wurde beispielsweise eine Expression von TRPC1-, TRPC3-, TRPC4- 
und TRPC6-Kanälen nachgewiesen, welche nach weiteren Zelldifferenzierungen signifikant 
anstieg. Durch die Verwendung von spezifischen Antikörper gegen TRPC1-, TRPC4- und 
TRPC6-Proteine konnten antiproliferative Effekte im Tumorwachstum gezeigt werden [194]. 
Auch wenn zur Blockade von TRPC-Kanälen bereits einige Verbindungen zur Verfügung 
stehen, gilt deren Selektivität, ähnlich wie für die SOCE-Blocker, als umstritten [183]. 
Während SKF96365 und 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) als unspezifische SOCE- und 
TRPC-Blocker gelten, stehen optimierte Pyrazol-Derivate (Pyr3 und Pyr10) als partiell 
selektive Antagonisten zur Blockade von TRPC3-Kanälen zur Verfügung. Im Gegensatz dazu 
werden die Anilin-Thiazole der Firma Glaxo-Smith-Kline (GSK) sowohl als TRPC3- als auch 
als TRPC6-Blocker eingesetzt. Als bisher selektivste TRPC6-Blocker gelten Larixyl-Derivate 
[195, 196] (Urban Cell Calcium) und eine Aminoindan-Verbindung der Firma Sanofi [197]. 
Aktuell wird ein neuer TRPC6-Inhibitor der Firma Boehringer Ingelheim (BI 764198) in einer 
klinischen Phase-2-Studie zur Therapie von Atemwegskomplikationen in Patienten nach einer 
SARS-CoV-2-Infektion getestet [198].  
1.7 Zielsetzung der Dissertation 
Auf Grund der in der Einleitung beschriebenen kontroversen Diskussion zur Rolle von TRPC-
Kanälen am Speicher-operierten Ca2+-Einstrom (SOCE) wurde in der vorliegenden 
Dissertation der SOCE in TRPC1/3/6-, TRPC1/6- und STIM1/2-defizienten pulmonalen 
arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) und primären Fibroblasten der Mauslunge (pmLF) 
im Vergleich zu unveränderten, sogenannten Wildtypzellen analysiert. Dazu wurden die 
entsprechenden Zellen aus TRPC1/6- und TRPC1/3/6-defizienten sowie STIM1/2flox/flox und 
STIM1/2flox/flox TRPC1/6-/- Mäuselungen isoliert. Während TRPC-defiziente Zellen direkt in 
funktionellen Versuchen analysiert werden konnten, wurden die STIM1/2-Gene in 
STIM1/2flox/flox-Zellen erst durch die Infektion mit Cre-Rekombinase exprimierenden 
Lentiviren inaktiviert. Zur Analyse sollten Zellfunktionen anhand des Ca2+ Einstroms, der 
Zellproliferation, Viabilität und Migration sowie die Ca2+-abhängige Translokation des 
Transkriptionsfaktor „nuclear factor of activated T-cells“ (NFAT) untersucht werden. Wie 
bereits in der Einleitung erläutert sind PASMC in pathophysiologischen Veränderungen der 
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Lunge während der Ausbildung einer pulmonalen Hypertonie (PH) involviert, während pmLF 
an der Ausbildung einer Lungenfibrose beteiligt sind. Das Ziel dieser Arbeit war es deshalb 
therapeutische Zielstrukturen in den genannten Zellen für innovative Therapien der PH und 
der Lungenfibrose zu identifizieren.   
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Mauslinien 
Tabelle 2: Mauslinien 
Mauslinien Genetischer Hintergrund 
STIM1/2flox/flox [70] C57BL/6J 
STIM1/2flox/flox TRPC1/6-/- [70, 86, 184] C57BL/6J 
TRPC1/6-/- , [86, 184] C57BL/6J 
TRPC1/3/6-/- [86, 184, 199] C57BL/6J 
Wildtyp (aus der gleichen Kolonie) C57BL/6J 
2.1.2 Zellen und Zellkulturmedien 
Tabelle 3: Zelllinien 
Zelllinie Zellkulturmedium Zusätze 
HEK 293T 
LentiX 
DMEM  10 % FCS 
1 % Penicillin/ Streptomycin  
Tabelle 4: Primäre Zellen 
Primärzellen Zellkulturmedium Zusätze 
Primäre murine Lungenfibroblasten 
(pmLF) 
DMEM/F12  20 % FCS 
1 % Penicillin/Streptomycin  
Pulmonale arterielle glatte 
Muskelzellen (PASMC) 
Smooth Muscle Cell Growth Medium 
2  
Supplement Mix 
1 % Penicillin/Streptomycin 
1 ml Normocin 
Tabelle 5: Zellkulturlösungen 
Zellkulturlösungen Hersteller 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) Lonza, Basel, Schweiz 
DMEM/F12 Lonza, Basel, Schweiz 
FCS (Fetal calf serum) Invitrogen, Carlsbad, USA 
HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) 1x Lonza, Basel, Schweiz 
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HBSS, ohne Ca2+   Lonza, Basel, Schweiz 
Normocin (50mg/ml) InvivoGen, Sorrento, USA 
PBS (Phosphate-buffered saline) 1x Lonza, Basel, Schweiz 
Penicillin/Streptomycin Lonza, Basel, Schweiz 
Plasmocin (25 mg/ml) InvivoGen, San Diego, USA 
Smooth Muscle Cell Growth Medium 2  PromoCell, Heidelberg 
Trypsin-EDTA Lonza, Basel, Schweiz 
2.1.3 Chemikalien und Reagenzien 
Tabelle 6: Chemikalien und Reagenzien 
Produkt Hersteller Artikelnummer 




Carl Roth, Karlsruhe  2267.4 
Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe  K029.1 
APS (Ammoniumpersulfat)  Sigma Aldrich, Deisenhofen 215589 
Bromphenolblau Sigma Aldrich, Deisenhofen B0126 
BSA (Kälber Serum Albumin)  Sigma Aldrich, Deisenhofen 9418 
CaCl2 × 2H2O Sigma Aldrich, Deisenhofen C3306 
Kollagenase Typ I Merck Millipore, Darmstadt C 1-28 
Kollagenase Sigma Aldrich, Deisenhofen C5138 
DMSO steril Sigma-Aldrich, Deisenhofen D2650-5X5MI 
DTT Sigma-Aldrich, Deisenhofen D0632-5G 
EDTA Carl Roth, Karlsruhe CN06.2 
EGTA Carl Roth, Karlsruhe 3054.2 
Endothelin-1 Calbiochem (Merck), Darmstadt 05-23-3800 
Essigsäure  Merck Millipore, Darmstadt 107961 
Ethanol Carl Roth, Karlsruhe UN2789 
Ethidiumbromid  Carl Roth, Karlsruhe 5054.3 
Formaldehyd   
   
 
Sigma Aldrich, Deisenhofen E4391 
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Fura-2, AM Sigma Aldrich, Deisenhofen 47989 
Fura-2-FF, AM Biomol, Hamburg ABD-21027 
Glukose Merck Millipore, Darmstadt 8337 
Glycerin 87%  Merck Millipore, Darmstadt 1.04091 
Glycin Carl Roth, Karlsruhe 0079.4 
HCl Merck Millipore, Darmstadt 1.003U7 
Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe 2363.3 




Carl Roth, Karlsruhe 9105.3 
Hoechst 33342 [10 mg/ml] Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA/USA 
62249 
Igepal CA 630 Sigma-Aldrich, Deisenhofen I8896 
Isofluran  Delta Select, Pfullingen 0670308 
Isopropanol Sigma Aldrich, Deisenhofen 6752.3 
Kaliumchlorid/ KCl Carl Roth, Karlsruhe 6781.1 
Ketamin 10% Medistar, Ascheberg  04-03-92-64/23  
KH2PO4 Carl Roth, Karlsruhe 6875.2 
KOH Carl Roth, Karlsruhe 2526.1 
Kupfer-II-Sulfat Sigma Aldrich, Deisenhofen C8027 
Lysophosphatidsäure (LPA) Sigma Aldrich, Deisenhofen L7260 
Magermilchpulver Carl Roth, Karlsruhe T145.2 
Magnesiumchlorid/ MgCl2 Carl Roth, Karlsruhe KK36.2 
Magnesiumchlorid Hexahydrat/ 
MgCl2 × 6H2O 
Sigma Aldrich, Deisenhofen M2393 
Mercaptoethanol Merck Millipore, Darmstadt 805740 
Methanol Carl Roth, Karlsruhe P717.1 
Midori Green Advance Nipppon Genetics, Dueren MG04 
Nagellack, klar Wild Shine,Basingstoke,GB E4063 
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Natriumacetat Merck Millipore, Darmstadt 106268 
Natrium Azid Sigma Aldrich, Deisenhofen 822335 
NaOH Carl Roth, Karlsruhe HN01.1 
Natriumchlorid/ NaCl Carl Roth, Karlsruhe 9265.1 
Natriumdeoxycholat Sigma Aldrich, Deisenhofen 16026 
Na2HPO4 Carl Roth, Karlsruhe  T876.1 
Natriumlaurylsulfat/ SDS Sigma Aldrich, Deisenhofen L4390 
Na2S2O3 Sigma Aldrich, Deisenhofen S6672-500G 
Normocin  InvivoGen, San Diego, USA Ant-nr-2 
Phosphataseinhibitor-Tabletten 
PHosSTOP 
Roche, Basel, Schweiz 4906845001 
Plasmocin InvivoGen, San Diego, USA Ant-mpp/ ant-pc 
Polyethyleneglycol 
Aprecipitationsolution 
BioCat, Heidelberg LV825 
Polybrene Sigma-Aldrich, Deisenhofen 107689 
Ponceau S Applichem/ Panreac, Darmstadt A2935 
Proteaseinhibitor-Tabletten cOmplete Roche, Basel, Schweiz 05892970001 
Rompun (Xylazin) Bela pharm, Vechta L4390 
Rotiphorese Gel Carl Roth, Karlsruhe 3029.1 
Salzsäure konz. (37% = 12 M) Merck Millipore, Darmstadt 100317 
Stickstoff (N2) flüssig Linde, München N2 flüssig 
SuperSignal West Femto Maximum 
Sensitivity Substrate 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA/USA 
34095 
SuperSignal West Pico PLUS 
Chemiluminescent Substrate 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA/USA 
34577 
TEMED/ Tetramethylethylendiamin Carl Roth, Karlsruhe 2367.1 
TGF-β1, rekombinant, human R&D Systems, Minneapolis, USA 240-B-002/CF 
Thapsigargin Sigma-Aldrich, Deisenhofen T9033 
Tris Base Carl Roth, Karlsruhe AE15.2 
Triton X-100 Carl Roth, Karlsruhe 3051.2 
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Tween 20 Sigma Aldrich, Deisenhofen 2287 
Vectashield Antifade Vector Laboratories, Burlingame, USA H-1000 
WST-1 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 5015944001 
Ziegenserum  Bio-West S2000-100 
2.1.4 Puffer und Lösungen 
Tabelle 7: Puffer und Lösungen 
Puffer Verwendung 
CaCl2 Kalziumphosphatpräzipitation/ LV-Produktion 
HEPES gepuffertes Wasser Kalziumphosphatpräzipitation/ LV-Produktion 
HEPES gepufferte Saline (HeBS), 2x Kalziumphosphatpräzipitation/ LV-Produktion 
Laemmli-Puffer, 6x Proteinlysat-Herstellung 
Laufpuffer, 10x  SDS-Gelelektrophorese 
LB Medium Plasmidpräparation (Midi Prep) 
PBS, 10x und 1x Western Blot, Immunfluoreszenz 
PBST, 1x (0,1% und 0,02 %) Western Blot, Immunfluoreszenz 
RIPA-Lysepuffer Proteinlysat Herstellung 
TAE-Puffer, 50x Gelelektrophorese 
TBS, 10 x Western Blot 
TBST, 1x (0,1%) Western Blot 
TE-Puffer, 1x Lentiviren-Produktion 
Transferpuffer, 10x Western Blot 
Tris-SDS-Puffer pH 6,8 (4x) SDS-Gelelektrophorese 
Tris-SDS-Puffer pH 8,8 (4X) SDS-Gelelektrophorese 
 
Der Abschnitt zur Herstellung von Puffer und Lösungen für die Produktion der Lentiviren 
wurde aus der Dissertation von Frau Jana Demleitner [200] übernommen: 
Cave: Bei allen Puffern und Lösungen muss der pH-Wert bei der jeweiligen 
Verwendungstemperatur eingestellt werden, oder vor Verwendung nachgemessen werden. 
Gegebenenfalls muss nachjustiert werden. 
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CaCl2 zur Calciumphosphatpräzipitation 
9,18 g CaCl2  x 2H2O (Molekulargewicht: 147 g/mol)              
• Einwiegen der Chemikalie in einen 50 ml  Erlenmeyerkolben. 
• Mit bidest. Wasser auf 25 ml auffüllen. 
• Mit dem Magnetrührer rühren bis sich alles gelöst hat. 
• Steril filtrieren durch einen 0,22 µm Filter. 
• Aliquotieren und bei 4°C lagern. 
Cave: Unbedingt bidest. Wasser aus der Distille verwenden, da ansonsten die 
Calciumphosphatpräzipitation nicht in ausreichender Qualität abläuft. 
 
HEPES-gepuffertes Wasser zur Calciumphosphatpräzipitation 
125 µl HEPES 1M pH 7,3 [2,5 mM] 
• Einfüllen von 50 ml bidest. H2O in ein 50 ml Probengefäß. 
• Zugabe der HEPES- Lösung. 
• Vortexen. 
• Lagerung im Kühlschrank für mehrere Wochen möglich. 
Cave: Für Calciumphosphatpräzipitation/ LV-Produktion immer bidest. Wasser verwenden, 
da sonst keine einwandfreie Präzipitationsbildung möglich ist. 
 
HeBS (2x) zur Calciumphosphatpräzipitation  
16,36 g NaCl [0,28 M] 
11,9 g Hepes [0,05 M] 
0,213 g Na2HPO4 [1,5 mM]                
• Einwiegen der Chemikalien in eine 1 Liter Glasflasche. 
• Mit bidest. Wasser auf 800 ml auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer rühren bis sich alles gelöst hat. 
• pH 7,00 mit 10 M NaOH einstellen (so exakt wie möglich). 
• Mit bidest. Wasser auf 1 Liter auffüllen. 
• pH 7,00 überprüfen und gegebenenfalls nachjustieren. 
• Filtrieren durch einen 0,22 µm Sterilfilter. 
• In 50 ml Probengefäße aliquotieren. 
• Lagerung für mehrere Wochen im Kühlschrank oder bei -70 °C bis zu 2 Jahre. 
Cave: Der pH-Wert muss exakt stimmen. Unter einem ph-Wert von 6,95 oder über 7,05 
werden die Kristallnadeln nicht in ausreichender Qualität gebildet, wodurch die 
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Transfektionseffizienz stark reduziert wird. Außerdem ist das Verwenden von bidest. Wasser 
für die einwandfreie Präzipitatbildung unumgänglich. 
 
TE- Puffer (1x) (Tris-EDTA-Puffer)  
10 ml Tris 1 M pH 8,0  [10,0 mM] 
 2 ml EDTA 0,5 M pH 8,0 [1,0 mM] 
• Einfüllen der Chemikalien in eine 1 Liter Glasflasche. 
• Mit bidest. Wasser auf 800 ml auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer mehrerer Minuten rühren bis alles gut vermischt ist. 
• pH 8,0 mit NaOH/HCl einstellen. 
• Mit bidest. Wasser auf 1 Liter auffüllen. 
• Erneut mehrere Minuten mit dem Magnetrührer durchmischen. 
• pH-Wert kontrollieren und gegebenenfalls nachjustieren. 
• Autoklavieren oder durch einen 0,45 µm Nitrozellulosefilter steril filtrieren (Für 
Calciumphosphatpräzipitation/LV-Produktion nicht autoklavieren). 
Cave: Für Calciumphosphatpräzipitation/LV-Produktion immer bidest. Wasser verwenden, 
da sonst keine einwandfreie Präzipitationsbildung möglich ist! 
 
Alle weiteren aufgelisteten Puffer und deren Herstellung wurden ebenfalls aus der 
Dissertation von Frau Jana Demleitner entnommen und wurden wie folgt beschrieben: 
 
Laemmli-Puffer (6x) 
6,0 ml 4-fach Tris/SDS-Puffer pH 6,8 [375 mM] 
48,0 g Glycerin [48 %]  
6,0 g SDS (Natriumlaurylsulfat)[6 %]  
0,03 g Bromphenolblau [0,03 %] 
9,0 ml β-Mercaptoethanol [9 %] 
• Einwiegen / Einmessen der Chemikalien  (bis auf β-Mercaptoethanol) und Puffer in 
eine 100 ml  Glasflasche. 
• Mit VE-Wasser auf 100 ml auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer rühren bis sich alles gelöst hat. 
• β-Mercaptoethanol zugeben und kurz weiter rühren (alternativ Zugabe vor Gebrauch). 
• Aliquotieren und zur Lagerung bei -20 °C einfrieren. 
Cave: Unter dem Abzug arbeiten, da β-Mercaptoethanol sehr giftig ist. 
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Laufpuffer für SDS-Gelelektrophorese (10x) 
30,2 g Tris Base [250 mM] 
144,0 g Glycin [1,920 M] 
10,0 g SDS (Natriumlaurylsulfat) [35 mM, 1 %] 
• Einwiegen der Chemikalien in eine 1 Liter  Glasflasche. 
• Mit VE-Wasser auf 1 Liter auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer rühren bis sich alles gelöst hat. 
• Zur Verwendung 1:10 mit VE-Wasser verdünnen. 
 
Phospate-buffered saline (PBS) (10x) 
80,0 g NaCl [1,37 M] 
2,0 g KCl [27 mM] 
14,4 g Na2HPO4 [101 mM] 
2,4 g KH2PO4 [18 mM] 
• Einwiegen der Chemikalien in eine 1 Liter Glasflasche. 
• Mit VE-Wasser auf 1 Liter auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer rühren, bis die Lösung klar ist. 
• Zur Verwendung 1:10 verdünnen. 
 
Radio-immuno-precipitation Assay (RIPA)- Lysepuffer 
1 % Igepal CA 630  
0,5 % Na-deoxycholat 
0,1 % SDS 
1x PBS ad 500 ml 
• Einwiegen der Chemikalien in eine 500 ml Glasflasche. 
• Mit 1x PBS auf 500 ml auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer rühren bis sich alles gelöst hat. 
• Vor Gebrauch: Phosphatase- und Protease-Inhibitor zugeben (jeweils 1 Tablette pro 
10 ml).  
• Gut lösen, aliquotieren und bis zu 1 Monat bei -20 °C einfrieren. 
 
TAE- Puffer (50x) (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 
242 g Trisbase [2,00 M] 
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57,1 ml konz. Essigsäure [1,00 M] 
37,2 g EDTA [127 mM] 
• Einwiegen/ Einfüllen der Chemikalien in eine 1 Liter Glasflasche. 
• Mit VE-Wasser auf 1 Liter auffüllen. 
• Mit einem Magnetrührer rühren, bis sich alles gelöst hat. 
 
Transferpuffer (Transfer von SDS-Gelen auf Membranen)(10x) 
30,2 g Tris Base [250 mM] 
144,0 g Glycin [1,920 M] 
2,0 g SDS (Natriumlaurylsulfat) [7 mM, 0,2 %] 
• Einwiegen der Chemikalien in eine 1 Liter  Glasflasche. 
• Mit VE-Wasser auf 1 Liter auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer rühren bis sich alles gelöst hat. 
• Zur Verwendung wie folgt 1:10 verdünnen: 
100 ml 10x Transferpuffer + 200 ml Methanol + 700 ml VE-Wasser 
 
Tris/SDS Puffer pH 6,8 (4x) 
6,05 g Tris Base [500 mM] 
0,40 g SDS (Natriumlaurylsulfat) [1 mM, 0,4 %] 
• Einwiegen der Chemikalien in eine 100 ml  Glasflasche. 
• Mit VE-Wasser zuerst auf 50 ml auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer rühren bis die Lösung klar ist. 
• Einstellen des pH-Wertes mit NaOH/HCl auf pH 6,8. 
• Mit VE-Wasser auf 100ml auffüllen. 
• Lagerung im Kühlschrank oder bei 4 °C für einige Monate möglich. 
 
Tris/SDS-Puffer pH 8,8 (4x) 
91 g Tris Base [1,50 mM] 
2 g SDS (Natriumlaurylsulfat) [14 mM, 0,4 %] 
• Einwiegen der Chemikalien in eine 500 ml Glasflasche. 
• Mit VE-Wasser zuerst auf 300 ml auffüllen. 
• Auf einem Magnetrührer rühren bis die Lösung klar ist. 
• Einstellen des pH-Wertes mit NaOH/HCl auf pH 8,8. 
      Cave: pH 8,8 soll bei Verwendungstemperatur eingestellt sein. 
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• Mit VE-Wasser auf 500 ml auffüllen. 
• Lagerung im Kühlschrank oder bei 4 °C für einige Monate möglich.  
 
Neu verwendete Pufferlösungen:  
LB-Medium 
10 g Pepton/Trypton (1 %)  
5 g Hefeextrakt (0,5 %) 
10 g NaCl [171 mM] 
• Mit Millipore H2O auf 1 Liter auffüllen und autoklavieren 
 
Tris-buffered Saline (TBS) (10x) 
24 g Tris Base [200 mM] 
88 g NaCl [1,5 M] 
• Mit Millipore H2O auf 900 ml auffüllen, Lösung auf pH= 7,6 einstellen und mit 
Millipore H2O auf einen Liter auffüllen 
 
TBS + Tween (TBST (0,1 %)) (1x) 
100 ml TBS 10x 
900 ml Millipore H2O 
1 ml Tween 20  
 
PBS + Tween 20 (PBST ( 0,1% und 0,02 %)) (1x) 
100 ml PBS 10x 
900 ml Millipore H2O 
1 ml/ 0,2 ml Tween 20 
2.1.5 Verbrauchsmaterialien 
Die Liste der Verbrauchsmaterialien wurde aus der Dissertation von Frau Susanne Fiedler 
[201] entnommen. 
Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien 
Material Firma Artikelnummer 
3-Well Silikoneinsätze mit 
zellfreiem Spalt 
Ibidi, Planegg 80209 
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Deckgläser 18x18 mm Neolab, Heidelberg 1-6230 
Deckgläser 30 mm  Neolab, Heidelberg 1-6292 
Flügelkanüle TERUMO Surflo®, Leuven, Belgien SV-2132 
Kanüle 21G/ 30G Braun, Melsungen 2050806/4656300 
Kimtech Feintücher Kimberly-Clark, Irving, USA 7558 
Kryogefäße 1,8 ml Sarstedt, Nümbrecht 72.379 
Objektträger Carl Roth, Karlsruhe H868  
Parafilm PARAFILM MIS, Neenah, USA PM-992 
Pipettenspitzen 10 µl, 200 µl, 
1000 µl 
Sarstedt, Nümbrecht 70.1130.210/70.7600.002/70.762 
PVDF Membran Roti® Carl Roth, Karlsruhe T8301 
Skalpelle Cutfix® Braun, Melsungen 130285_v 
Spritze 1ml / 10ml Braun, Melsungen 91660178 / 4606108V 
Sterilfilter 70 µm Corning®, New York, USA 431751 
Spritzen-Sterilfilter 0,2 µm GE Healthcare®, Little Chalfont; UK M10462200 
Zellkulturschalen 35 / 100 / 150 
mm 
Sarstedt, Nümbrecht 83.900.300 / 83.3902.300 / 
83.3903 
Zentrifugenröhrchen 
50 ml / 15 ml 
Sarstedt, Nümbrecht 62.548.009 / 62.554.502 
2.1.6 Laborausstattung und Geräte 
Die Liste der Laborausstattung inklusive der verwendeten Geräte wurde aus der Dissertation 
von Frau Susanne Fiedler [201] übernommen und um fehlende Ausrüstung ergänzt. 
Tabelle 9: Laborausstattung und Geräte 
Geräte Firma 
Ca2+-Imaging Polychrom V Monochromator TILL-Photonics, Gräfelfing 
Ca2+-Imaging Filtersets AHF Analysetechnik, Tübingen 
CO2-Inkubator Heracell150i Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 
Dokumentationssystem für  
DNA-Gelelektrophorese 
Peqlab, Erlangen 
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Elektrophoresekammer Proteine Peqlab, Erlangen 
Fluoreszenzmikroskop Olympus IX70 Olympus, Hamburg 
Infinite 200 Pro NanoQuant  Tecan, Männedorf, Schweiz 
Konfokalmiskroskop LSM 880  Carl Zeiss, Jena 
Kryokonservierungsbox Nalgene, Sigma Aldrich, Deisenhofen 
Lightcycler®480 II Roche, Basel, Schweiz 
MEGA STAR 1.6 R Zentrifuge VWR, Darmstadt 
Nanophotometer (Nanodrop) Implen, München 
Odyssey®Fc Western Blot Imaging LI-COR, Lincoln, USA 
OP-Besteck FST, Berlin 
PCR Thermocycler Peqlab, Erlangen 
pH-Elektrode SenTix 81 WTW, Weilheim 
pH-Meter Inolab pH7110 WTW, Weilheim 
Photometer Tecan, Crailsheim 
Pipetten Gilson, Inc., Middleton, USA 
Pipetus® Junior Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 
Prycellys® Homogeniser Peqlab, Erlangen 
Spannungsquelle Peqpower Peqlab, Erlangen 
Sterilwerkbank/ Laminarflow Heraeus, Hanau 
Thermomix Probentemperierer Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge Mikro 22R Labfuge Hettich, Tuttlingen 
Transferkammer Western Blot Biorad, München 
Verstärker EPC10 HEKA, Lambrecht 
Vortexgerät Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 
Zellkulturmikroskop Wilover AFL 40 Phako Hund, Wetzlar 
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2.1.7 Enzyme, Kits und Marker 
Tabelle 10: Enzyme und Kits 
Produkt Firma Bestellnummer 
ABsolute qPCR SYBR® Green Mix Thermo Fisher Scientific, Schwerte AB/ 1158  
BCA Assay Pierce Thermo Fisher Scientific, Schwerte 23225 
Click-it TUNEL Assay EdU Life Technologies, Darmstadt C10245DNA 
EconoTaq Polymerase Lucigen, Middleton F93481-1 
GenElute™ Mammalian Genomic 
DNA Miniprep Kit 
Sigma Aldrich, Deisenhofen G1N350 
Invitrap® Spin Universal  RNA 
Mini Kit 
Stratec Molecular, Berlin 1060100300 
LentiX-GoStix  Clontec, Mountain View, USA PT5185-2 
Nuclear Extract Kit Active Motif, Carlsbad, USA 40010 
NucleoBond® Xtra Plasmid 
Midiprep EF Kit 
Macherey-Nagel, Düren 740420.50 
Phalloidin-TRITC Sigma-Aldrich, Deisenhofen P1951 
RevertAid First Strand cDNA 
Synthesis Kits 
Fermentas, Waltham, USA K1831 
Tabelle 11: Marker 
Produkt Firma Firma Bestellnummer 
GeneRuler 100bp/ 1kb Fermentas, Waltham, USA SM0241/ SM0312 
SDS-Gel-Marker Fermentas, Waltham, USA 26616, 26625, 26634 
6x DNA Loading Dye Fermentas, Waltham, USA R0611 
2.1.8 Plasmide 
Tabelle 12: Plasmide 
Produkt Plasmidgröße (bp) Bestellnummer 
pLOX-CW-CRE  9886 Addgene, Boston, 12238 
pWPXL  10510 Addgene, Boston 12257 
psPAX2  10703 Addgene, Boston 12260 
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pMD2.G  5824 Addgene, Boston 12257 
2.1.9 Oligonukleotide  
Tabelle 13: Oligonukleotide qRT-PCR (Polymerasekettenreaktion) 
Zielstruktur Spezies Vorwärts Primer (5′-3′) Rückwärts Primer (5′-3′) 
STIM1 Maus AAG CTT ATC AGC GTG GAG 
GA 
CCT CAT CCA CAG TCC AGT 
TGT 
STIM2 Maus GAG GGC GCA GAG TGT GAG TTT AGA GCC ATG CGG ACC T 
Orai1 Maus TAC TTA AGC CGC GCC AAG ACT TCC ACC ATC GCT ACC A 
Orai2 Maus GGA CCT CAG CCC TCC TGT GGG TAC TGG TAC TTG GTC 
TCC A 
Orai3 Maus CAC ATC TGC TCT GCT GTC G GGT GGG TAT TCA TGA TCG 
TTC T 
TRPC1 Maus TGA ACT TAG TGC TGA CTT 
AAA GGA AC 




Maus GCA ACC TTT GCC CTC AAA G
  
AAC AGA GCA AAG CAG GTG C  
TRPC3 Maus TGG ATT GCA CCT TGT AGC 
AG 
ACC CAG AAA GAT GAT GAA 
GGA G 
TRPC4 Maus GAT GAT ATT ACC GTG GGT 
CCT G 
GAT TCC ACC AGT CAT GGA 
TGT 
TRPC5 Maus CTC TAC GCC ATC CGC AAG TCA TCA GCG TGG GAA CCT 
TRPC6ex7 Maus GCA GCT GTT CAG GAT GAA 
AAC 
TTC AGC CCA TAT CAT GCC TA 
TRPC7 Maus AAT GGC GAT GTG AAC TTG C CAG TTA GGG TGA GCA ACG 
AAC 
β-Aktin Maus CTA AGG CCA ACC GTG AAA 
AG 
ACC AGA GGC ATA CAG GGA 
CA 
α-SMA Maus GCT GGT GAT GAT GCT CCC A GCC CAT TCC AAC CAT TAC 
TCC 
Kollagen1a1 Maus CCA AG  A AGA CAT CCC TGA 
AGT CA 
TGC ACG TCA TCG CAC ACA 
  Material und Methoden 
 48 
Tabelle 14: Primersequenzen PCR 
Zielstruktur Spezies Sequenz 5’ nach 3’ 
STIM1 antisense (AS) Maus GGCTCTGCTGACCTGGAACTATAGTG 
STIM1 Wt Maus CGATGGTCTCACGGTCTCCTAGTTTC 
STIM1 KO Maus AACGTCTTGCAGTTGCTGTAGGC 
STIM2 antisense (AS) Maus GGATGTCCTGGACTCACTCTGTAGACCA 
STIM2 Wt Maus CATCAGAAGGTAAAACTGTGCAGTGCTC 
STIM2 KO Maus GCTGAACTGTGTGCTTGACTGTAGC 
2.1.10 Antikörper 
Tabelle 15: Antikörper 
Antikörper Wirt Spezifität Hersteller Verdünnung 
STIM1  Kaninchen polyklonal CellSignaling, Danvers, USA, 
#4916S 
1:1000 
STIM2  Kaninchen polyklonal CellSignaling, Danvers, USA, 
#4917S 
1:1000 
NFATc1  Maus monoklonal SantaCruz Biotechnology, Dallas, 
USA, sc-7294 
1:500  
NFATc3  Maus monoklonal SantaCruz Biotechnology, Dallas, 




Pferd polyklonal CellSignaling, Danvers, USA, 
#7076S 
1:2000 
β-Aktin POX  Maus monoklonal Sigma Aldrich, Deisenhofen, A3854 1:10000 





Ziege polyklonal Sigma Aldrich, Deisenhofen, A6154 1:10000 
α-SMA Maus monoklonal Sigma Aldrich, Deisenhofen, A5228 1:2000 
Anti-Maus  
IgG-FITC  
Ziege polyklonal Sigma Aldrich, Deisenhofen, F9006 1:80 
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2.1.11 Softwareprogramme 
Zur Analyse und Auswertung der generierten Daten wurden folgende Programme verwendet: 
Image Studio Lite Ver 4.0, GraphPad Prism 7 und 8, LightCycler® 480 SW 1.5.1, ImageJ, 
Excel und ZEN Software. 
2.2 Methoden 
2.2.1 Mäusezucht und Mausmodelle 
Alle in Tabelle 2 aufgeführten Mauslinien wurden in der Tierhaltung vor Ort gezüchtet und 
gehalten. STIM1/2flox/flox-Mäuse [70] wurden von Stefan Feske, New York, USA, zur 
Verfügung gestellt und mit TRPC1/6-/--Mäusen aus der eigenen Zucht verpaart, um 
STIM1/2flox/floxTRPC1/6-/--Mäuse zu generieren. TRPC1/6-/--Mäuse wurden durch 
Verpaarungen von TRPC1-/-- [86] und TRPC6-/-- [184] Mäusen gewonnen. Da beide Gene auf 
demselben Chromosom 9 liegen, gelang dies erst nach einem sogenannten „cross over event“. 
Durch eine zusätzliche Kreuzung mit TRPC3-/--Mäusen [199] wurden TRPC1/3/6-/--Mäuse 
gezüchtet. Für alle durchgeführten Organentnahmen wurden sowohl männliche als auch 
weibliche Mäuse in einem Alter von circa 12 Wochen verwendet. Alle Tierversuche wurden 
von der zuständigen Behörde (Regierung von Oberbayern) genehmigt.  
2.2.2 Das Cre/loxp-Rekombinationssystem 
STIM1/2-defiziente Mäuse sind embryonal lethal oder sterben kurz nach der Geburt [70]. Für 
die Herstellung von STIM1/2-defizienten Fibroblasten wurde deshalb das Cre/loxp-
Rekombinationssystem [202] verwendet, das eine gewebsspezifische Exzision von jeweils 
einem Exon in dem STIM1- oder STIM2-Gen ermöglicht. Das als „floxed“ (flanked by loxP) 
bezeichnete Exon ist von beiden Seiten mit „loxp“ (locus of X-over of P1) 
Erkennungssequenzen  flankiert. Diese Sequenzen werden von „Cre“ (cyclization 
recombination)-Rekombinasen erkannt und das flankierte Exon ausgeschnitten. Die Exzision 
des Exons durch Cre-Rekombinasen kann entweder in-vivo durch die Kreuzung mit einer 
entsprechenden gewebespezifischen Mauslinie, die die  Cre-Rekombinase gewebespezifisch 
exprimiert, statt finden oder auch in-vitro durch die Zugabe von Lentiviren, die Cre-
Rekombinasen exprimieren. Auf Grund des fehlenden Exons kommt es zu einer Translation 
nicht funktioneller Proteine und damit zur Generierung STIM1/2-defizienter Mäuse oder 
Zellen (siehe Abbildung 16).  
  Material und Methoden 
 50 
 
Abbildung 16 modifiziert nach [70]: Schematische Darstellung der konditionalen Gen-Deletion von Stim1 und Stim2 
in der Maus. a, Während Exon 2 die Informationen für die Codierung der EF Hand Struktur von Stim1 trägt, codiert 
Exon 3 für die Sequenzen des Carboxy-Terminus der EF Hand auf dem Stim2-Gen. Exon 2 und Exon 3 werden 
jeweils durch loxP Erkennungsstellen (rote Dreiecke) flankiert. Das Neomycin Resistenzgen wurde beiderseits durch 
Frt Erkennungssequenzen markiert (blaue Sechsecke). Durch die Deletion des jeweiligen Exons verschiebt sich das 
Leseraster so, dass sich das STOP-Codon verfrüht auf dem nächsten Exon befindet. Die jeweiligen Bindungsstellen 
der Oligonukleotide für die Polymerasekettenreaktion (siehe Tabelle 14) sind als Pfeile markiert.  
2.2.3 Genotypisierung 
Zur Genotypisierung wurde den Mäusen nach dem Absetzen von den Eltern eine 
Schwanzbiopsie entnommen. Diese wurde nach Anleitung in 50 µl 25 mM NaOH mit 2 mM 
EDTA für 25 min bei 95° C aufgekocht, um die Zellstrukturen zu lysieren. Anschließend 
wurden 50 µl einer 40 mM TRIS Lösung (pH=7,4) zu den abgekühlten Proben hinzugeben, 
um die enthaltene DNA zu isolieren. Die zu analysierenden DNA-Proben wurden zu einer 
Mischung aus DNA Polymerase, Oligonukleotide (siehe Tabelle 14) und sterilem H2O hinzu 
gegeben, um diese anschließend mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) zu vervielfältigen. 
Die entstanden PCR-Produkte wurden durch DNA-Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer 
Größe aufgetrennt, mit Kontrollen verglichen und anhand der jeweiligen Bandengrößen 
identifiziert. Die Genotypisierung der STIM1/2flox/flox-Mäuse erfolgte nach dem 
ursprünglichen Protokoll [70] und wurde auch in der Dissertation von Frau Diana Stickel 
[203] detailliert beschrieben. Zur Bestimmung des Genotyps der TRPC1/6-/-- und TRPC1/3/6-
/--Mäuse wurden ebenfalls die Anleitungen der Originalquellen [86, 184, 199] verwendet. Die 
Genotypisierungen wurden von unseren technischen Angestellten und wissenschaftlichen 
Hilfskräften routiniert und gewissenhaft durchgeführt. 




Wie bereits in der Dissertation von Frau Susanne Fiedler [201] beschrieben, wurden alle 
Zellkulturarbeiten mit den aufgelisteten Zelllinien (Tabelle 3) und Primärzellen (Tabelle 4) 
ausschließlich an einer Sterilbank mit laminarem Luftstrom durchgeführt, um 
Kontaminationen möglichst zu vermeiden. Die Zellkulturen wurden unter optimalen 
Bedingungen bei 37° C, 5 % CO2 und ca. 95 % Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator kultiviert. 
Verwendete Medien, Lösungen und andere Substanzen (siehe Tabelle 5) wurden unter sterilen 
Bedingungen hergestellt.  
2.2.4.2 Medienwechsel, Passagierung und Kryokonservierung 
Der Austausch des Mediums, das Überführen in die nächste Passage sowie die 
Kryokonservierung kultivierter Zellen erfolgten wie unter [201] beschrieben.  
2.2.4.3 Isolation pulmonaler arterieller glatter Muskelzellen (PASMC) 
Pulmonale arterielle glatte Muskelzellen (PASMC) wurden nach einem in unserer 
Arbeitsgruppe etablierten Protokoll aus der Lunge einer Maus isoliert [203]. Das Protokoll 
diente ursprünglich der Isolation präkapillärer Blutgefäße in Ratten und wurde um die 
Isolation von PASMC in unserem Labor erweitert [204].  
Nach der Narkotisierung der Maus durch 300 µl einer intraperitoneale Injektionslösung aus 
Heparin (500 I.E.), Ketamin [100 mg/ml] und Xylazin [125 mg/ml], wurde die Lunge über 
einen Zugang in den rechten Herzventrikel durch die Pulmonalarterie solange mit PBS 
gespült bis diese frei von Blutzellen war. Anschließend wurde die Lunge mit einer Eisen-
Agarose-Lösung weiter gespült, um die kleinen Eisenpartikel bis in die präkapillären Enden 
der Lungengefäße zu bewegen. Nach trachealer Applikation der Agaroselösung wurde die 
gesamte Lunge mit Trachea aus dem Thorax entfernt. Alle weiteren Schritte wurden unter 
sterilen Bedingungen in der Zellkultur verrichtet. Die Lungenflügel wurden zunächst 
mechanisch zerkleinert und anschließend enzymatisch mit 0.1 mg/ml Kollagenase (C5138, 
SigmaAldrich) 1 Stunde bei 37° C im Inkubator verdaut. Nachdem die Verdauung durch eine 
DMEM M199 + FCS (10 %) Lösung abgestoppt und mehrmals durch eine Spritze mit einer 
18G großen Nadel gedrückt wurde, wurde die Lösung mit den Eisenpartikeln in einem 
Probengefäß an einem Magnetständer befestigt. Dadurch wurden die Eisenpartikel mitsamt 
der kleinen Blutgefäße mit einem Durchmesser von 30-150 µm, in denen die Eisenpartikel 
hängen geblieben waren, vom restlichen Gewebe selektiert und dreimal mit PBS gewaschen. 
Abschließend wurde das Gewebe mit den kleinen Gefäßen auf runden Glasplättchen ausgesät, 
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sodass in den darauf folgenden 5 bis 6 Tagen PASMC aus den kleinen Gefäßen wachsen 
konnten. Die Identifizierung der PASMC erfolgte anschließend anhand spezifischer Marker 
(z.B. α  smooth muscle actin (α-SMA) und schwere Kette des Myosin-Proteins) und wurde 
bereits beschrieben [181]. 
2.2.4.4 Isolation primärer murinen Lungenfibroblasten (pmLF) 
Die Präparation primärer muriner Lungenfibroblasten (pmLF) wurde auf Basis des 
ursprünglichen Protokolls für primäre humane Lungenfibroblasten nach Staab-Weijnitz und 
Kollegen [205] durchgeführt und auf murine Lungenfibroblasten adaptiert [190]. Nach 
zervikaler Dislokation der Maus wurden die Lungenflügel über die rechte Herzkammer mit 
kalten, sterilen PBS gespült und aus dem Thorax entnommen. Anschließend wurde die Lunge 
in der Zellkultur mit Hilfe eines Skalpells in 1-2 cm2  große Stücke zerkleinert und das 
Lungengewebe mit 1 mg/ml Kollagenase I (Biochrom, C-128) für 2 Stunden bei 37° C in 
einem Wärmeschüttler verdaut. Es folgte eine Filtration des verdauten Lungengewebes durch 
einen 70 µm Nylonfilter bevor das Lungengewebe mit PBS gewaschen und für 5 min 
zentrifugiert wurde. Die erhaltenen Zellen wurde in 10 ml Medium resuspendiert und 
anschließend auf einer 10 cm großen Zellkulturschale ausgesät. Das Medium wurde nach 2 
Tagen gewechselt und die Zellen wurden aufgeteilt sobald diese eine Konfluenz von 80-90 % 
erreicht hatten. Für die beschriebenen Experimente wurden ausschließlich Fibroblasten der 
dritten bis vierten Passage verwendet. PmLF wurden neben der typischen Morphologie 
anhand von charakteristischen Markern, wie zum Beispiel „α smooth muscle actin“ (α-SMA), 
identifiziert. 
2.2.4.5 „Transforming growth factor“ (TGF)-β1-Behandlung von pmLF 
Wie bereits beschrieben [190], wurden primären Lungenfibroblasten mit TGF-β1 behandelt, 
um eine Ausdifferenzierung zu Myofibroblasten zu initiieren. Nach 24-stündigen Inkubation 
der Zellen im Fibroblasten-Medium mit einem reduzierten FCS Anteil von nur 0,1 % wurden 
pmLF entweder mit 2 ng/ ml TGF-β1 oder in nur 0,1 % BSA (Lösungsmittel) für 48 Stunden 
behandelt.  
2.2.4.6 Produktion Lentiviren 
Die Produktion der rekombinanten Lentiviren wurde nach dem Originalprotokoll des Trono 
Labors (tronolab.epfl.ch) durchgeführt und bereits in der Promotionsarbeit von Jana 
Demleitner [200] unter 2.2.28 und in unserer Publikation [206] detailliert beschrieben. Alle 
damit verbundenen Arbeiten wurden in einem S2 Labor verrichtet, da Lentiviren von dem 
humanen Immundefizienz-Virus (HIV) abstammen und somit ein erhöhtes Sicherheitsrisiko 
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darstellen. Für die Produktion wurden LentiX 293T Zellen verwendet, die sich laut Hersteller 
besonders gut für Virusproduktionen eignen. Diese Zellen wurden via Kalziumpräzipitation 
mit den drei Plasmiden pWPXL, pMD2G und psPAX2 transfiziert, welche essentiell für die 
Produktion der Lentiviren sind. Hierbei diente pWPXL als Vektor für das jeweilige Zielgen, 
die Cre-Rekombinase (pLOX-CW-CRE), pMD2G trug die Informationen für das VSV-G 
Envelope-Protein und psPAX2 codierte für die viralen HIV Proteine Gag, Pol, Tat und Rev. 
Diese drei Vektoren führten in den infizierten Zellen dazu, dass die Wirtszellen die Lentiviren 
rekombinant produzierten und in den Überstand abgaben. Dieser Überstand wurde mehrmals 
abgeerntet, auf konzentriert sowie aliquotiert und bei -80° C eingelagert. Abschließend wurde 
sowohl eine erfolgreiche Lentiviren-Produktion als auch die erhaltene Viruskonzentration 
anhand eines LentiX Go Stix Tests überprüft.  
2.2.4.7 Infektion von pmLF mit Cre-Rekombinase exprimierenden Lentiviren  
Die produzierten Lentiviren wurden verwendet, um mit Hilfe der rekombinant exprimierten 
Cre-Rekombinase STIM1/2-defiziente pmLF zu generieren. Dazu wurden 150.000 Zellen mit 
Hilfe einer Neubauer Zählkammer ausgezählt und in 2 ml Fibroblasten-Medium in eine 
Kavität der 6-Lochplatte ausgesät. Am nächsten Tag wurden je nach Konzentration ca. 200 µl 
der Lentiviren-Lösung zusammen mit 8 µg/ ml Polybrene in insgesamt 2 ml Fibroblasten-
Medium auf die Zellen gegeben. Diese Lösung wurde am nächsten Tag durch frisches 
Fibroblasten-Medium ersetzt und die Zellen wurden je nach Konfluenz noch am selben oder 
darauf folgenden Tag aufgeteilt bzw. für weitere Experimente ausgesät. Um eine 
ausreichende Deletion des Zielgens gewährleisten zu können, fanden die nachfolgenden 
Experimente erst am oder nach dem 5. Tag der Infektion mit Lentiviren statt. Als Nachweis 
für die erfolgreiche Deletion der jeweiligen Exons im Stim1- und Stim2-Gen wurde DNA aus 
pmLF isoliert, um diese anschließend mittels genomischer PCR und Agarose-
Gelelektrophorese zu analysieren (siehe Abschnitt 2.2.5.7). 
2.2.5 Molekularbiologie 
2.2.5.1 Transformation 
Die Übertragung der Plasmid-DNA in kompetente Bakterien wurde mit Hilfe hoch effizienter 
NEB 10-beta kompetenten E. coli Bakterien von New England Biolabs durchgeführt. Gemäß 
Herstellerprotokoll wurde die DNA der gewünschten Plasmide in die kompetenten Bakterien 
mittels Hitzeschockmethode gebracht. Als optimaler Bakteriennährboden wurde ein 
„lysogeny broth“ (LB)-Medium mit Antibiotikaresistenz (z.B. gegen Ampicillin) hergestellt 
und gleichmäßig auf Agarplatten verteilt. Auf diesen LB-Agarplatten wurden anschließend 
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die transformierten Bakterienzellen ausgestrichen. Über Nacht wuchsen auf den LB-
Agarplatten ausschließlich Kolonien mit erfolgreich transformierten Plasmid an. 
2.2.5.2 Plasmidisolierung 
Zur Isolierung der Plasmide wurde eine Kolonie der mit Bakterien bewachsenen Agarplatten 
mit einer sterilen Pipettenspitze aufgenommen und in LB-Medium inklusive Antibiotika über 
Nacht im Wärmeschüttler vermehrt. Die weiteren Schritte zur DNA-Gewinnung der Plasmide 
erfolgten mit Hilfe des Nucleo Bond Midiprep Kit der Firma Macherey-Nagel und wurden 
genau nach Anleitung durchgeführt. Abschließend wurde die DNA durch Zugabe von 
Isopropanol gefällt und als Präzipitat getrocknet, um dieses in TE-Puffer zu lösen und die 
Konzentration photometrisch zu bestimmen. Je nach Bedarf wurden die Bakterien in 
Bakterienmedium unter Zugabe von 87 %-igen Glycerin bei -80° C gelagert, um bei 
zukünftigen Durchführungen den Transformationsschritt überspringen zu können und sofort 
mit der Anzüchtung in LB-Medium zu beginnen. 
2.2.5.3 „Ribonucleic acid“ (RNA)-Isolation 
Die Gewinnung von RNA aus pmLF und PASMC erfolgte über Säulen des Invitrap Spin 
Universal RNA Mini Kits von Stratec. Gemäß den Herstellerangaben wurden die Zellen 
zunächst ab zentrifugiert und mit Lysepuffer sowie DTT lysiert, um anschließend die 
enthaltene DNA und Proteine durch Affinitäts-Säulen abzutrennen. Nach Adsorption der 
RNA an die Spin-Säulen konnte diese nach mehrmaligen Waschschritten eluiert und 
photometrisch vermessen werden. Die gewonnene RNA wurde entweder bei -80° C gelagert 
oder direkt zur Erststrangsynthese verwendet. Die einzelnen Schritte zur RNA-Isolation 
können den Angaben des Herstellers entnommen werden.  
2.2.5.4 Erststrangsynthese 
Um die Expression eines Gens untersuchen zu können, wurde die isolierte einsträngige RNA 
mit Hilfe eines RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kits von Thermo-Fisher-Scientific in 
eine komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. In einer ersten Reaktion wurde cDNA aus 
mRNA durch den Einsatz reverser Transkriptase und „Random Primer“ in einem 
Thermocycler, wie in [201] beschrieben, synthetisiert.  
2.2.5.5 Quantitative real time -Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) 
Die synthetisierte cDNA wurde in einem zweiten Schritt durch den Einsatz einer quantitativen 
„real time“ -PCR (RT-qPCR) Messung analysiert, um die Genexpression im Vergleich zu 
einem Referenz- oder „Haushalts“ Gen, das nicht reguliert wurde (z.B. β-Aktin), zu 
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bestimmen. Der genaue Ablauf dieser Methode sowie benutzte Reagenzien und Programme 
wurden bereits in [201] beschrieben. Alle verwendeten Oligonukleotide sind in dieser 
Doktorarbeit in Tabelle 13 und 14 aufgelistet. Oligonukleotid-Dimere wurden anhand der 
Schmelzkurvenanalyse von der Auswertung ausgeschlossen. PCR-Produkte wurden mit Hilfe 
von DNA-Agarose-Gelelektrophorese, wie unter 2.2.5.7 beschrieben, identifiziert. Zur 
Auswertung wurden die von der LightCycler Software generierten „Crossing points“ für die 
Quantifizierung der relativen Genexpression einer Probe in Abhängigkeit von β-Aktin 
(Referenzgen) verwendet. 
2.2.5.6 „Deoxyribonucleic acid“ (DNA)-Isolation aus Zellen 
Zur Gewinnung von genomischer DNA aus pmLF und PASMC wurde das GenElute™ 
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit von Sigma Aldrich verwendet. Gemäß der 
Anleitung des Herstellers wurden die Zellen zunächst trypsiniert, abgelöst und abzentrifugiert 
bevor sie mit Lysepuffer plus Proteinase K lysiert und für 10 min bei 90° C im 
Thermoschüttler inkubiert wurden. Anschließend wurde die DNA mit Hilfe von 
Affinitätssäulen, ähnlich wie bei der RNA-Isolation (siehe 2.2.5.3), durch mehrmalige 
Wasch- und Zentrifugationsschritte isoliert und abschließend eluiert. In einer Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) konnte aus der genomischen DNA nach Zugabe von Nukleotiden, 
spezifischer Oligonukleotiden (siehe Tabelle 14) und Taq-Polymerase, wie in der Literatur 
[70, 86, 184, 199] beschrieben, entsprechende Produkte amplifziert werden.  
2.2.5.7 DNA-Agarose-Gelelektrophorese 
Um die genomische DNA der Zellen zu überprüfen, wurde diese mittels Agarose-
Gelelektrophorese, wie bereits in [190] beschrieben, analysiert. Als DNA-Farbstoff wurde 
Midori-Green anstelle von Ethidiumbromid verwendet, da dieses laut Hersteller weniger 
mutagen sein soll. 
2.2.6 Proteinbiochemie 
2.2.6.1 Proteinisolierung 
Zur Protein-Analyse wurden die Zellen zunächst in einer entsprechenden Menge an RIPA-
Puffer, welcher Protease- und Phosphataseinhibitoren enthielt, lysiert und gemäß eines von 
unserer Arbeitsgruppe etablierten Protokolls weiter behandelt [201]. Die Konzentration des 
isolierten Proteinlysats wurde anschließend gemäß den Angaben des Herstellers mit Hilfe 
eines BCA (bicinchoninic acid) -Assays und anhand einer BSA-Standardkurve photometrisch 
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bestimmt. Durch die Zugabe des 6-fach konzentrierten Laemmli-Puffers wurde das 
Proteinlysat für die weitere Analyse vorbereitet. [200] 
2.2.6.2 Isolierung der nukleären Fraktion 
Die Isolierung der nukleären Fraktion erfolgte mittels Nuclear Extract Kit von Activ Motif. 
Dabei wurde die Extraktion nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Die einzelnen 
Arbeitsschritte wurden bereits im Detail beschrieben [190]. 
2.2.6.3 „Sodium dodecyl sulfate“ -Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Um die Proteine der Lysate näher zu analysieren, wurden diese zunächst über die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach ihrer Größe aufgetrennt. Die verwendeten Puffer und 
Lösungen sowie eine Beschreibung der Methode wurden bereits in der Doktorarbeit von Frau 
Susanne Fiedler [201] aufgeführt. Zur Protein-Analyse größerer Proteine mit einer 
Molekülmasse über 130 kDa (z. B. NFATc1 und NFATc3) wurde ein 7,5 %-iges Trenngel 
anstelle des standardisierten 10 %-igen Trenngels verwendet, wodurch größere Proteine 
besser aufgetrennt und visualisiert werden konnten.  
2.2.6.4 Protein-Analyse mittels Western Blot 
Nach der Auftrennung der Proteine auf ein SDS-Gel erfolgte in einem nächsten Schritt die 
Übertragung der Proteine auf eine PVDF-Membran durch elektronischen Transfer. Je nach 
Proteingröße und Erfahrungswerten aus der Literatur wurden die zu analysierenden Proteine 
entweder nach dem Standardprotokoll unserer Arbeitsgruppe bei einer geringeren Stromstärke 
von konstanten 20 mA über Nacht [201] auf die Membran übertragen oder bei einer höheren 
Stromstärke von konstanten 360 mA innerhalb einer 1 Stunde und 15 min (z.B. zur 
Bestimmung von NFAT). Nach dem Blocken der unspezifischen Bindestellen mit 5 % 
Milchpulver oder BSA in TBST wurde die Membran mit dem Erstantikörper über Nacht bei 
4° C inkubiert. Am nächsten Tag wurde der mit „horse radish peroxidase“ (HRP)-gekoppelte 
Zweitantikörper auf die Membran gegeben und die Proteinbanden wurden nach Zugabe von 
Luminol-haltigen Detektionsreagenzien durch Chemilumineszenz detektiert. Die 
Durchführung der einzelnen Arbeitsschritte dieser Methode wurde bereits bei Fiedler, S. 
ausführlich beschrieben [201]. Eine Liste aller verwendeten Erst- und Zweitantikörper 
inklusive deren Verdünnungen ist in Tabelle 15 dieser Arbeit aufgeführt. Die Proteinbanden 
wurden mit Hilfe der Image Studio Lite Version 4.0 Software quantifiziert und zur 
Auswertung auf die jeweilige Ladekontrolle normiert. 
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2.2.6.5 Immunfluoreszenz 
Eine weitere Methode zur Detektion und Quantifizierung bestimmter Proteine in der Zelle ist 
die Immunfluoreszenz. Hierbei wurde neben dem spezifischen Antikörper, der gegen das 
Zielprotein gerichtet ist, ein Fluorophor-gekoppelter Zweitantikörper verwendet, wodurch das 
Protein durch eine indirekte Fluoreszenz detektiert und analysiert werden konnte. Die 
einzelnen Arbeitsschritte zur Durchführung der Färbung von α-SMA (α glatten Muskelaktin) 
und des filamentösen Aktinskeletts (Aktin-Stressfasern) durch Phalloidin- 
Tetramethylrhodamine-isothiocyanat (TRITC) wurden bereits in der Doktorarbeit von Frau 
Katharina Hofmann [207] im Detail erläutert. Als fluoreszierender Zweitantikörper, der gegen 
den Fc-Teil des α-SMA-Antikörpers gerichtet ist, wurde ein anti-Maus- 
Fluoresceinisothiocyanate (FITC)-Antikörper verwendet. Eine zusätzliche Färbung der 
Zellkerne wurde mit Hilfe des Hoechst 33342-Farbstoffs durchgeführt. Die anschließende 
Messung der Expression des Zielproteins erfolgte durch die Analyse der 
Graustufenintensitäten. Zur Analyse wurden die Fluoreszenzbilder in Graustufenbilder 
umgewandelt und die Intensitäten einzelner Fibroblasten mit Hilfe des Programms der Firma 
Olympus analysiert. Die einzelnen Schritte der Messung wurden nach den Anweisungen des 
Herstellers durchgeführt und bereits detailliert beschrieben [190]. 
2.2.7 Funktionelle Messmethoden 
2.2.7.1 Calcium Imaging: Bestimmung der zytosolischen Ca2+-Konzentration mit Fura-
2-AM 
Fura-2-AM wurde in den Experimenten zur Bestimmung der zytosolischen Ca2+-
Konzentration als Ca2+-Indikator verwendet, um damit die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 
in verschiedenen Zelltypen der jeweiligen Maus-Genotypen zu messen und zu 
charakterisieren [190]. Als lipophile Esterverbindung gelangt Fura-2-AM durch die 
Zellmembran in das Zellinnere, jedoch wird der Ester anschließend intrazellulär abgespalten 
und das hydrophile Fura-2 bleibt somit in der Zelle eingeschlossen. Auf Grund der hohen 
Bindungsaffinität zu Ca2+-Ionen bildet Fura-2 mit Ca2+ einen stabilen Komplex, der nach 
Exzitation bei Wellenlängen von 340 nm und 380 nm Fluoreszenz bei einer Wellenlänge von 
510 nm emittiert.  
Je nach Zelltyp wurden die jeweiligen Zellen so auf Glasplättchen ausgesät, dass diese am 
Tag der Messung eine Konfluenz zwischen 80-90 % aufwiesen. Die Zellen wurden mit 
HBSS-Puffer gewaschen und 30 Minuten in einer 2 µM Fura-2-AM-Lösung (in 0,1 % BSA/ 
HBSS-Puffer gelöst) bei 37°C inkubiert. Nach erneutem Waschen der Zellen mit HBSS 
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wurde das Glasplättchen in die Messapparatur eingespannt. In der Regel wurden 900 µl 
HBSS-Puffer vorab auf die Zellen gegeben, um bei anschließender Zugabe der jeweiligen 
Substanzen ein Mischverhältnis von 1:10 zu erhalten. Die zu vermessenden Zellen sowie der 
Hintergrund wurden im Softwareprogramm bereits vor Beginn der Messung bei 360 nm als 
„regions of interests“ markiert, wodurch eine entsprechende Messung jeder einzelnen 
markierten Zelle möglich war. Nach dem Starten der Messung wurden entweder 4 µM 
Endothelin-1 oder 50 µM LPA zu einer Ca2+-haltigen Lösung hinzugegeben, um den Ca2+ 
Einstrom sowohl aus dem Extrazellularraum als auch aus den internen Speichern zu messen. 
Im Gegensatz dazu wurde der isolierte Ca2+-Ausstrom aus den internen Speichern in einer 
Ca2+-freien HBSS-Messlösung unter Zugabe von 0,5 mM EGTA, welches extrazelluläres 
Ca2+ bindet, untersucht. Zur Bestimmung des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) 
wurden die internen Ca2+-Speicher zunächst mit 1 µM Thapsigargin entleert und anschließend 
wurde 2 mM CaCl2 ins Außenmedium hinzugegeben. Zusätzlich wurde der Ca2+-Einstrom in 
Ca2+-freiem Medium nach Applikation von 4 µM Endothelin-1 und Rekalzifizierung durch 2 
mM CaCl2 untersucht. Die intrazellulären Ca2+-Einströme wurden mit Hilfe eines Polychrome 
V Monochromators (Till Photonics, Martinsried) und einer 14-bit EMCCD Kamera (iXON3 
885, Andor, Belfast, UK), die an ein inverses Mikroskop (IX71 mit einem UPlanSApo 
20×/0.85 Ölimmersionsobjektiv, Olympus, Hamburg) gekoppelt waren, nach Exzitation bei 
Wellenlängen von 340 nm und 380 nm gemessen. Durch die Bindung an Ca2+ verschiebt sich 
das Exzitationsmaximum für Fura-2 von 380 nm auf eine Wellenlänge von 340 nm. Der 
isobestische Punkt liegt bei einer Wellenlänge von 360 nm und ist Ca2+ unabhängig. Die 
Emissionswellenlänge bleibt trotz der Verschiebung von 380 nm auf 340 nm annähernd 
unverändert bei 510 nm (Abbildung 17). Zur Auswertung des jeweiligen Ca2+-Einstroms und 
folglich der Bestimmung der intrazellulären Ca2+-Konzentration [Ca2+]i wurden die 
emittierten Fluoreszenzintensitäten bei Anregungswellenlängen von 340 nm und 380 nm mit 
der entsprechenden Berechnung nach Grynkiewicz, G. [208] bestimmt.  
Die Quantifizierung der Ca2+-Einströme erfolgte über die Berechnung der Fläche unter der 
Kurve mittels Graph Pad Prism Software. 
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Abbildung 17: Fluoreszenz-Exzitationssspektrum des Ca2+-Indikators Fura-2 bei verschiedenen Ca2+-
Konzentrationen. Als Ca2+-Chelator bindet Fura-2 an Ca2+-Ionen und verschiebt sein Exzitationsmaximum im 
gebunden Zustand auf eine Wellenlänge von 340 nm. Je höher die vorliegende Ca2+-Konzentration, desto intensiver 
erscheint die Floureszenz von Fura-2. Der isobestische Punkt, welcher indifferent von der Ca2+-Konzentration ist, 
liegt bei einer Wellenlänge von 360 nm. Im nicht gebundenen Zustand wird Fura-2 bei einer Wellenlänge von 380 nm 
angeregt und zeigt eine Ca2+-abhängige, abnehmende Floureszenzintensität. Durch die Messung des Verhältnisses der 
beiden Fluoreszenz-Intensitäten bei Wellenlängen von 340 und 380 nm wird die absolute, intrazelluläre Ca2+-
Konzentration [Ca2+]i berechnet [208]. Die Emissionswellenlänge bleibt unabhängig von der Ca2+-Konzentration 
unverändert bei einer Wellenlägen von 510 nm. Modifiziert nach www.photometrics.com. 
2.2.7.2  Calcium Imaging: Quantifizierung der internen Ca2+-Speicher mit Fura-2-FF 
Zur Bestimmung der Ca2+-Konzentrationen in den internen Ca2+-Speichern der primären 
murinen Lungenfibroblasten wurde Fura-2-FF-AM verwendet. Diese Fura-Verbindung besitzt 
eine wesentlich geringere Bindungsaffinität als Fura-2-AM zu Ca2+ (siehe Tabelle 16) und 
wird somit in den Speichern nicht vollkommen mit Ca2+-Ionen ab gesättigt.  
Zur Versuchsdurchführung wurden pmLF auf Glasplättchen ausgesät und bei einer Konfluenz 
von ca. 80-90 % für die Messungen mit Fura-2-FF verwendet. Die Zellen wurden zunächst für 
35 min mit 4 µM Fura-2-FF (gelöst in 0,1% BSA in HBSS) bei 37° C inkubiert, mit Ca2+- 
freien HBSS gewaschen und wie unter 2.2.5.1 vermessen. Nach Zugabe von 900 µl 
Messlösung, bestehend aus Ca2+-freien HBSS und 0,5 mM EGTA, wurden die zu 
vermessenden Zellen ebenfalls einzeln als „region of interests“ gekennzeichnet. Um die Ca2+-
Konzentration in den internen Speichern zu messen, wurden diese mit Hilfe von 2 µM 
Thapsigargin entleert und die Abnahme der Ca2+-Konzentration über die Zeit wurde bei 
Wellenlängen von 340 nm und 380 nm aufgezeichnet. Die Emissionswellenlänge betrug wie 
bei Fura-2 510 nm. Die Berechnung der Ca2+-Konzentrationen erfolgte wie bereits 
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beschrieben und wurde durch Start- und Endpunkt als Differenz der Ca2+-Messungen 
quantifiziert.  
 
Abbildung 18: Strukturformel von Fura-2-AM (R1:H; R2:CH3) und Fura-2-FF-AM (R1:F; R2:F) (modifiziert nach 
www.sigmaaldrich.com). 
Tabelle 16: Charakteristische Eigenschaften von Fura-2-AM und Fura-2-FF-AM 
Ca2+-Indikator Kd für Ca2+  Exzitation (nm) Emission (nm) Referenz R1 R2 
Fura-2-AM 145 nM 363/335 510 [208-210] H CH3 
Fura-2-FF, AM 5500 nM 336/360 505 [211-213] F F 
2.2.7.3 Kolorimetrische Bestimmung der Zellviabilität durch Quantifizierung der 
Stoffwechselfunktion 
Um die Viabilität in primären murinen Fibroblasten zu bestimmen, wurde ein 
Zellviabilitätstest mit WST-1 (Water soluble tetrazolium) von Roche durchgeführt. Der 
resultierende Farbumschlag durch die Reduktionsreaktion von WST-1 zu Formazan wurde 
mit Hilfe eines Spektralphotometers (Tecan®) gemessen. Dieser Farbumschlag war direkt mit 
der Umsetzung von NADPH zu NADP in der mitochondrialen Atmungskette gekoppelt. Je 
mehr H+-Ionen abgespalten wurde, desto mehr WST-1 wurde in Formazan umgewandelt. Die 
gemessene Absorption korreliert folglich mit der Stoffwechselaktivität lebender Zellen. Der 
WST-1 Assay wurde nach den Angaben des Herstellers durchgeführt und von unserer 
Arbeitsgruppe für die jeweiligen Versuche optimiert [201]. 
2.2.7.4 Analyse der Zellproliferation durch Quantifizierung der DNA-Synthese 
Die Proliferation der Zellen wurde mit Hilfe eines Click-iT 5-ethynyl-2′-desoxyuridine (EdU) 
Kits anhand der DNA-Syntheserate quantifiziert. Als Thymidin-Analogon wurde EdU anstelle 
R1 
R2 
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von Thymidin während der DNA-Synthese in die neu entstehende DNA eingebaut und 
anschließend mittels „Click-iT“-Reaktion mit einem Alexa 488 Farbstoff detektiert. Die 
erfolgreich eingebauten und mit Fluorophor-gekoppelten EdU-Bausteine konnten 
anschließend mikroskopisch erfasst werden. Um alle Zellkerne detektieren zu können, wurden 
die Zellen zusätzlich mit dem Hoechst33342-Farbstoff gefärbt. Zur Quantifizierung der DNA-
Syntheserate wurde die Ratio aus grün gefärbten EdU Zellkernen und mit Hoechst33342 
gefärbten Zellkernen berechnet. Die Versuchsdurchführung erfolgte nach den Angaben des 
Herstellers und wurde bereits beschrieben [201]. In dieser Arbeit wurden die pmLF allerdings 
nur 3 Stunden mit EdU-Lösung inkubiert. 
2.2.7.5 Quantifizierung der Zellmigration 
Um das Migrationsverhalten von pmLF und nach Zusatz von TGF-β1 von Myofibroblasten 
quantifizieren zu können, wurde ein Migrations-Assay der Firma Ibidi eingesetzt. Der 
Migrations-Assay wurde gemäß den Empfehlungen des Herstellers durchgeführt und an 
pmLF mit oder ohne TGF-β1-Behandlung angepasst [201].  
2.2.7.6 Statistik 
Statistische Auswertungen wurden mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism durchgeführt. 
Alle zu analysierenden Daten wurden mittels GraphPad Prism durch Anwendung des 
Shapiro-Wilk- und D’Agistino Pearson-Tests auf eine Gauß’sche Normalverteilung überprüft. 
Je nach Ergebnis und Anzahl der zu vergleichenden Proben wurden die Daten anschließend 
weiter analysiert. Bei normalverteilten Proben wurde bei zwei zu vergleichenden Proben der 
„Student’s“ -T-test verwendet. Mehr als zwei Proben wurden durch einen One-Way-ANOVA- 
und bei Betrachtung eines zusätzlichen Faktors durch einen Two-Way-ANOVA-Test 
analysiert. Bei nicht normalverteilten Proben wurden nicht parametrische Analysen wie z.B. 
der Mann-Whitney-Test bei zwei zu vergleichenden Proben und der Bonferroni-Test bei mehr 
als zwei Proben eingesetzt. 
Alle ermittelten Daten wurden als Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes (standard 
error of the mean (SEM)) aufgetragen. Die dazugehörigen Signifikanzen wurden durch 
Sternchen *, je nach erreichten p- Werten von p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) bis 
p < 0,0001 (****) gekennzeichnet. Für die Durchführung der Experimente wurden 





3.1 Die Rolle der „stromal interaction molecule“ (STIM)1/2-Proteine und 
„classical transient receptor potential“ (TRPC)1/6- sowie TRPC1/3/6-
Kanäle während des Rezeptor- und Speicher-operierten Ca2+-
Einstroms (ROCE/SOCE) 
Um die Rolle des Rezeptor- und Speicher-operierten Ca2+- Einstroms in pulmonalen 
arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) und primären murinen Lungenfibroblasten (pmLF) 
zu charakterisieren, wurden die Funktionen von STIM1/2 sowie TRPC1, TRPC3 und TRPC6 
in den jeweiligen Zelltypen analysiert. Zur Untersuchung wurden sowohl verschiedene 
Mausmodelle als auch unterschiedlich funktionelle Messmethoden verwendet. Da Mäuse 
ohne STIM1/2-Proteine nicht lebensfähig sind und bereits einige Tage nach der Geburt 
sterben [70], wurden STIM1/2flox/flox-Mäuse (siehe 2.2.2) für die Experimente generiert. Diese 
Mäuse besitzen gegenüber der globalen Gen-defizienten „Knockout“ (KO)-Maus den Vorteil 
eines konditionalen und gewebespezifischen „Knockdowns“. Im Gegensatz dazu wiesen 
weder TRPC1/6- noch TRPC1/3/6-defiziente Mäuse lebensbedrohliche Veränderungen auf, 
sodass diese direkt als globale KO-Mäuse eingesetzt werden konnten (siehe 2.2.1). 
3.1.1 Charakterisierung primärer muriner Lungenfibroblasten (pmLF) 
und Myofibroblasten sowie pulmonaler arterieller glatter 
Muskelzellen (PASMC) 
3.1.1.1 Identifizierung von Lungen(myo)fibroblasten und PASMC 
Nach der Isolation von PASMC und Lungenfibroblasten (siehe 2.2.4.3 und 2.2.4.4) wurden 
die Zellen neben ihrer eindeutig spindelförmigen Morphologie  anhand von charakteristischen 
Markern identifiziert [214]. Abbildung 19 veranschaulicht die jeweiligen Eigenschaften der 
isolierten Zellen. Sowohl Lungen(Myo)fibroblasten (a und b) als auch PASMC (c) weisen 
eine spindelförmige Form sowie große Zellkerne auf. Daher sind die verschiedenen Zelltypen 




Abbildung 19: Phasenkontrastbilder isolierter primärer muriner Lungenzellen mit dazugehörigen schematischen 
Zellzeichnungen (modifiziert nach [214]). Oben links: Primäre murine Lungenfibroblasten (a) der dritten Passage. 
Oben rechts: Primäre murine Lungenmyofibroblasten (b) der dritten Passage nach 48 stündiger Behandlung mit 
TGF-β1. Unten links: Pulmonale präkapilläre arterielle glatte Muskelzellen (c) mit schwarzen Eisenpartikeln und 
Gefäßen nach 5 Tagen Kultivierung. Der Maßstab beträgt 100 µM. 
Zur genauen Charakterisierung dienten intrazelluläre Marker und extrazelluläre 
Matrixproteine, wie beispielsweise α-glattes Muskelzell-Aktin (α-SMA für „alpha -smooth 
muscle actin“) und F-Aktin-Stressfasern [215]. Diese wurden durch spezifische, an 
Fluoreszenzmarker gekoppelte Antikörper, in Immunfluoreszenz-Färbungen nachgewiesen 
(Abbildung 20). Polymerisierte F-Aktinfilamente wurden durch das Toxin des 
Knollenblätterpilzes Phalloidin mit gekoppelten TRITC (Tetramethylrhodamine-
isothiocyanat)-Farbstoff, angefärbt. Anhand der Färbungen wurden in pmLF, die durch TGF-
β-Behandlung zu Myofibroblasten differenzierten, höhere Expressionsraten für α-SMA und 
Aktin-Stressfasern im Vergleich zu pmLF ohne TGF-β-Behandlung gemessen. PASMC, die 
nach dem in unserer Arbeitsgruppe etablierten Protokoll isoliert wurden, konnten wie bereits 











Abbildung 20: Repräsentative Immunfluoreszenzfärbungen als Nachweis von α-SMA und F-Aktin-Stressfasern in 
Wt-Lungenfibroblasten (pmLF) und ausdifferenzierten Myofibroblasten nach TGF-β1-Behandlung. Zellen wurden 
für 24 Stunden in Fibroblasten-Medium mit 0,1 % FCS inkubiert und anschließend für 48 Stunden entweder mit 2 
ng/ml TGF-β1 oder mit 0,1 % BSA in PBS (Lösungsmittel) behandelt. PmLF wurden in 4 %-iger Formaldehydlösung 
fixiert und mit α-SMA Antikörper sowie fluoreszenzgekoppelten Zweitantikörper (a, oben in grün) inkubiert. 
Zusätzlich wurden Aktin-Stressfasern mit Phalloidin-TRITC (a, unten in rot) und Zellkerne mit Hoechst-Farbstoff 
(blau) angefärbt. Graustufenintensitäten der einzelnen, gefärbten Zellen wurden gemessen, quantifiziert und als 
Mittelwert +/- SEM in Balkendiagrammen auf der rechten Seite (b) dargestellt. Die abgebildeten Balken entsprechen 
den Mittelwerten aus circa 20 Zellen pro Glasplättchen aus mindestens drei voneinander unabhängigen 
Zellisolationen (n>3). 
Die mRNA-Expression extrazellulärer Matrixproteine, wie z. B. von Kollagen I, wurde neben 
α-SMA im späteren Verlauf der Doktorarbeit als Fibrosemarker mit Hilfe von quantitativer 
Echtzeit PCR („reverse transcription quantitative PCR“ (RT-qPCR)) -Messungen analysiert.  
3.1.1.2 Cre-Rekombinase induzierte Deletion von STIM1- und STIM2-Genen 
Zur Produktion von STIM1/2-defizienten Zellen wurden Lungenfibroblasten mit 
rekombinanten Lentiviren, die Cre-Rekombinasen exprimierten, infiziert und nach 
erfolgreicher Deletion von STIM1/2-Genen für weitere Versuche verwendet. Die in Lentiviren 
produzierte Cre-Rekombinase führte jeweils zur Deletion des von beiden Seiten mit loxP-
Sequenzen flankierten Exons im STIM1- oder STIM2-Gen, wodurch es zur Translation nicht 
funktioneller STIM-Proteine kam (siehe Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Deletion des Exons auf dem STIM1- oder STIM2-Gen durch Cre-
Rekombinase exprimierende Lentiviren. Exon y entspricht entweder Exon 2 auf dem STIM1-Gen oder dem Exon 3 
auf dem STIM2-Gen. Loxp-Erkennungsstellen flankieren das jeweilige Exon. Die Cre-Rekombinase erkennt die loxp-
Sequenz und schneidet das flankierte Exon y aus. Dadurch kommt es zur Produktion von STIM1/2-defizienten pmLF 
(STIM1/2∆pmLF) mit nicht funktionellen STIM-Proteinen. 
Die isolierte, genomische DNA der infizierten Zellen wurde mittels PCR und spezifischer 
Oligonukleotide sowie anschließender Agarose-Gelelektrophorese auf eine erfolgreiche 
Deletion des codierenden Exons im STIM1- und STIM2-Gen überprüft. Abbildung 22a zeigt 
ein repräsentatives Agarosegel mit einem charakteristischen PCR-Produkt für STIM1flox(fl)-
pmLF mit einer Größe von 399 Basenpaaren (Bp) sowie ein DNA-Fragment von 348 Bp für 
die Wt-pmLF. Auf dem zweiten repräsentativen Gel in Abbildung 22b wurden 
charakteristische PCR-Produkte mit einer Größe von 335 Bp für STIM2flox(fl)-pmLF und von 
262 Bp für Wt-pmLF aufgetrennt. Nach erfolgreicher Deletion der STIM1- und STIM2-
Exone durch die Cre-Rekombinase wurde mit spezifischen Oligonukleotiden in STIM1∆-
pmLF ein 580 Bp großes und in STIM2∆-pmLF ein 683 Bp großes PCR-Produkt detektiert. 
Durch dieses Verfahren konnte eine erfolgreiche Deletion des Exons 2 auf dem STIM1-Gen 




Abbildung 22: Repräsentative Bilder von Agarosegelen mit aufgetrennten DNA-Fragmenten als Nachweis der 
Deletion der codierenden Exone in STIM1- und STIM2-Genen durch die Cre-Rekombinase. Genomische DNA wurde 
aus Wildtyp (Wt)-, STIM1/2flox/flox- und STIM1/2flox/flox-pmLF, die mit Cre-Rekombinase exprimierenden Lentiviren 
infiziert wurden, isoliert und mittels genomischer PCR mit spezifischen Oligonukleotiden (siehe Tabelle 14) 
amplifiziert. Die entstandenen PCR-Fragmente wurden anschließend auf ein 1,5 %-iges Agarosegel aufgetragen. a) 
Aufgetrennte DNA-Fragmente aus Wt-, STIM1fl- und STIM1Δ+Cre-pmLF-DNA-Proben. b) Aufgetrennte PCR-
Fragmente aus Wt-, STIM2fl- und STIM2Δ+Cre-pmLF-DNA-Proben. DNA-Größenmarker wurden seitlich in 
Basenpaaren (bp) angegeben. Größe der erhaltenen DNA-Fragmente: STIM1: Wt ~348 bp, STIM1fl~399 bp und 
STIM1Δ~580 bp; STIM2: Wt~262 bp, STIM2fl ~335 bp und STIM2Δ ~683 bp.  
3.1.1.3 Genexpressions-Analyse 
Neben der Identifizierung wurden Lungenfibroblasten und PASMC mit Hilfe von RT-qPCR-
Messungen auf STIM-, Orai- und TRPC-mRNA-Expression untersucht. Dies diente einerseits 
der Bestätigung des jeweiligen Genotyps und ermöglichte andererseits die Identifikation 
möglicher Kompensationsmechanismen. Die Analyse von TRPC-Kanälen in PASMC zeigte 
eine deutliche Expression von TRPC1- und TRPC6-Kanälen, während TRPC3-Proteine nur 
gering exprimiert wurden [181]. Ein ähnliches Expressionsmuster ergab sich auch für 
Lungenfibroblasten [190], sodass TRPC1/6- sowie TRPC1/3/6-defiziente Mäuse für die 
Experimente zur Untersuchung der Rolle von TRPC-Kanälen im Rezeptor- und Speicher-
operierten Ca2+-Einstrom verwendet wurden. Neben der TRPC-Expression wurden ebenfalls 
STIM(1-2)- und Orai(1-3)-mRNA in PASMC und Lungenfibroblasten analysiert. Als 
Referenz- oder Haushalts-Gen diente β-Aktin. Im Vergleich zu Wt-PASMC ergab die 
Genexpressionsanalyse von STIM- und Orai-mRNA weder für TRPC1/6-/-- noch für 
TRPC1/3/6-/--PASMC kompensatorische Regulationen auf mRNA-Ebene (siehe Abbildung 
23).  
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Abbildung 23: Genexpressionsanalyse von STIM1-2 und Orai1-3 in PASMC. Aus Wt-, TRPC1/6-/-- und TRPC1/3/6-/--
PASMC isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben, durch Zugabe spezifischer Oligonukleotide (Tabelle 13) 
amplifiziert und mittels „reverse transcription quantitative PCR“ (RT-qPCR) analysiert. Die mRNA-Expressionen 
wurden in Abhängigkeit von β-Aktin als relative Genexpression in % angegeben. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte 
+/- Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) aus mindestens drei voneinander 
unabhängigen PASMC-Isolationen (n>3). 
Währenddessen zeigte die Analyse der STIM(1-2)- und Orai(1-3)-mRNA-Genexpression in 
primären Lungenfibroblasten andere Resultate. Im Vergleich zu den Kontrollen aus Wt- und 
Wt Cre -pmLF, welche mit Cre-Rekombinase exprimierenden Lentiviren infiziert wurden, 
wiesen TRPC1/3/6-/--pmLF keine signifikanten Veränderungen von STIM- und Orai-mRNA-
Level auf. Wie in Abbildung 24 dargestellt wurden für TRPC1/6-/--pmLF lediglich gegenüber 
den Kontrollzellen eine signifikante Veränderung in der mRNA-Expression von STIM2 
entdeckt. Die Analyse der Orai-Expressionen ergab für die beiden TRPC-defizienten 
Genotypen keine weiteren Veränderungen. Wie erwartet war die STIM1/2-mRNA-Expression 
in STIM1/2-defizienten pmLF signifikant reduziert.  
    
Abbildung 24: Genexpressionsanalyse von STIM1-2 und Orai1-3 in primären Lungenfibroblasten (pmLF). Aus Wt-, 
Wt Cre-, TRPC1/6-/--, TRPC1/3/6-/--pmLF und STIM1/2-defizienten pmLF isolierte RNA wurde in cDNA 





















































umgeschrieben, durch Zugabe spezifischer Oligonukleotide (Tabelle 13) amplifiziert und mittels reverse transcription 
quantitative PCR (RT-qPCR) analysiert. Die mRNA-Expression wurde in Abhängigkeit von β-Aktin als relative 
Genexpression angegeben. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts („standard error of 
the mean“ = SEM) aus mindestens drei voneinander unabhängig durchgeführten pmLF Isolationen (n>3).   
Neben STIM und Orai wurde auch die Expression von TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, 
TRPC6 und TRPC7 in STIM1/2-defizienten pmLF sowie in deren Wt-Kontrollzellen 
untersucht. Hierbei konnten keine signifikanten Veränderungen in der Expression der TRPC-
mRNA zwischen STIM1/2∆pmLF- und den Wt-pmLF-Kontrollen festgestellt werden. Zudem 
wurde die Expression von TRPC1-6 in TRPC1/6-/--pmLF im Vergleich zu Wt-Zellen 
analysiert. Wie erwartet, waren in TRPC1/6-/--pmLF sowohl TRPC1- als auch TRPC6-mRNA 
im Verhältnis zur Wt-Kontrolle nur in sehr geringen Mengen vorhanden (siehe Abbildung 
25).  
 
Abbildung 25: Genexpressionsanalyse von TRPC1- bis TRPC7-mRNA in primären Lungenfibroblasten (pmLF). Aus 
Wt-, Wt Cre-, TRPC1/6-/--pmLF und STIM1/2∆pmLF-pmLF isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben, durch 
Zugabe spezifischer Oligonukleotide (Tabelle 13) amplifiziert und mittels reverse transcription quantitative PCR (RT-
qPCR) analysiert. Die mRNA-Expression wurde in Abhängigkeit von β-Aktin als relative Genexpression angegeben. 
Dargestellt sind jeweils Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) aus 
mindestens drei voneinander unabhängig durchgeführten pmLF Isolationen (n>5).   
3.1.1.4 Analyse der Proteinexpression 
Zusätzlich wurden die Expressionen von STIM1- und STIM2-Proteinen untersucht, um 
mögliche Kompensationsmechanismen in den für die Versuche verwendeten 
Lungenfibroblasten zu identifizieren. Dazu wurden Proteinlysate aus STIM1/2-, 
TRPC1/6-defizienten pmLF sowie STIM1/2flox/flox- und Wt-pmLF hergestellt und nach der 
Auftrennung durch SDS-Gelelektrophorese mittels Western Blot mit spezifischen Antikörpern 














































































bei 95 kDa als auch für STIM2-Proteine bei 85 kDa mit den jeweiligen Antikörpern detektiert 
werden. In TRPC1/3/6-defizienten Proteinlysaten ergaben sich für STIM2-Proteine keine 
signifikanten Veränderungen. In STIM1/2-defizienten Proteinlysaten konnte weder eine 
Expression von STIM1 noch von STIM2 auf Proteinebene detektiert werden. Als 
Ladekontrolle diente β-Aktin mit einem Molekulargewicht von 42 kDa. Während der Gehalt 
an Orai2-Proteinen in allen pmLF-Genotypen unverändert war, konnten für Orai1- und Orai3-
Proteine keine geeigneten Antikörper für einen Vergleich der Proteinexpression gefunden 
werden (unveröffentlichte Daten). Die entsprechenden Analysen der TRPC1/6-defizienten 
pmLF im Vergleich zu den Wt-pmLF wurden von Fabienne Geiger durchgeführt und 
ausgewertet.  
 
Abbildung 26: Nachweis der Protein-Expression von STIM1 und STIM2 in primären Lungenfibroblasten (pmLF). 
Aufgetrennte Proteinlysate aus Wt-, STIM1/2flox/flox-pmLF sowie STIM1/2- und TRPC1/6-defizienten pmLF wurden 
mittels Western Blot und unter Verwendung von anti-STIM1- (a) und anti-STIM2- (b) Antikörpern (Ak) analysiert. 
Repräsentative Blots wurden mit den dazugehörigen Ladekontrollen abgebildet. Signalintensitäten wurden auf die 
Ladekontrolle (β-Aktin) normiert, mit der Expression der jeweiligen Kontrolle verglichen und anschließend als 
Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) dargstellt. Größenmarker sind 
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Fabienne Geiger durchgeführt und ausgewertet. Proteinlysate stammen aus jeweils mindestens drei voneinander 
unabhängig durchgeführten pmLF-Isolationen. (n>3) 
3.1.2 Messung des Rezeptor-operierten Ca2+-Einstroms (ROCE) in pmLF 
Zur Untersuchung des intrazellulären Rezeptor-operierten Ca2+-Einstroms (ROCE) in 
Lungenfibroblasten (pmLF) wurden die Zellen zunächst mit Fura-2-AM beladen und mittels 
„Calcium Imaging“ Veränderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration vermessen. Um 
den ROCE zu initiieren wurde entweder 4 µM Endothelin-1 (Et-1) oder 50 µM 
Lysophosphatidsäure (LPA) in Ca2+-haltiger HBSS-Messlösung auf die Zellen gegeben. 
Endothelin-1 aktiviert Endothelin-Rezeptoren während LPA an LPA-Rezeptoren bindet. 
Beide Rezeptoren stimulieren unter anderem Gq-Proteine [217], wodurch es zu einer 
Phospholipase C -vermittelten Produktion von Diacylglycerin (DAG) aus Phosphatidyl-
inositol-4,5-bisphosphat (PIP2) kommt. DAG kann wiederum heteromere TRPC-
Kanalkomplexe mit TRPC6-Monomeren öffnen und einen ROCE auslösen. Die absoluten 
Änderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration [Ca2+]i wurden als Fläche unter der Kurve 
(„area under the curve“ = AUC) quantifiziert. 
In Abbildung 27a zeigte der mit Et-1 initiierte ROCE in STIM1/2-defizienten pmLF keinen 
signifikanten Unterschied im Vergleich zu Wt-pmLF, welche mit Cre-Rekombinase 
exprimierenden Lentiviren infiziert wurden (Wt Cre -pmLF), und Wt-pmLF ohne Cre-
Rekombinase (Wt-pmLF). Im Gegensatz dazu war der ROCE in TRPC1/6- und TRPC1/3/6-
defizienten pmLF gegenüber den Wt-Kontrollzellen deutlich reduziert (Abbildung 27b und c). 
Die Quantifizierung der intrazellulären Ca2+-Konzentration erfolgte durch die Bestimmung 
der Maxima und Berechnung der AUC nach der Applikation von Endothelin-1 innerhalb der 
ersten 2,5 min sowie bis zum Ende der Messung bei 4,5 min (Abbildung 27d und e). Anhand 
der berechneten Maxima und der Gesamtflächen (AUC) unter den Kurven zeigten TRPC1/6- 
sowie TRPC1/3/6-defiziente pmLF im Vergleich zu Wt- und Wt Cre -pmLF geringere 
Zunahmen der intrazellulären Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i) nach Rezeptoraktivierung (siehe 
Abbildung 27). Lungenfibroblasten, die sowohl STIM1/2- als auch TRPC1/6-defizient waren, 
zeigten im Verhältnis zu Wt-pmLF ebenfalls eine reduzierte AUC. Diese Reduktion war 
jedoch nicht signifikant unterschiedlich zwischen TRPC1/6-/-- und STIM1/2∆pmLFTRPC1/6-/--
pmLF. Weder Wt- und Wt Cre -pmLF Kontrollzellen noch STIM1/2-defizienten pmLF 




Abbildung 27: Messung des Rezeptor-operierten Ca2+-Einstroms in STIM1/2∆pmLF- (a), TRPC1/6-/--, 
STIM1/2∆TRPC1/6-/-- (b) sowie TRPC1/3/6-/--pmLF (c) im Vergleich zu Wt-pmLF und mit Cre-Rekombinase-
exprimierenden, Lentiviren infizierten Wt-pmLF (Wt Cre). PmLF wurden mit Fura-2-AM beladen und mittels 
Calcium Imaging nach Applikation von Endothelin-1 (Et-1) vermessen. Der Quotient der Messungen bei 340 nm und 
380 nm wurde auf die Initialwerte der jeweils gemessenen Zellen normiert und als Mittelwert +/- Standardfehler des 
Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) dargestellt. Die Mittelwerte bezogen sich auf mindestens drei 
voneinander unabhängig durchgeführte Versuche aus mindestens drei pmLF-Isolationen (n>3). Zur Quantifizierung 
der intrazellulären Ca2+-Konzentrationen ([Ca2+]i) wurde die Fläche unter der Kurve (AUC) nach circa 2,5 und 4,5 
Minuten (min) (d,e) berechnet und dargestellt. Ein Punkt entspricht dem Mittelwert aus mindestens 20 gemessenen 
Fibroblasten. Pro Zellisolation wurden mindestens drei Messungen durchgeführt. 
In gleicher Weise wurde der ROCE in mit Fura-2-AM beladenen Wt- und TRPC1/6-/--pmLF 
nach Applikation von LPA untersucht. TRPC1/6-defiziente pmLF zeigten gegenüber Wt-
pmLF sowohl eine abgeflachte intrazelluläre Ca2+-Kurve als auch eine signifikant reduzierte 
Fläche unter der Kurve (AUC) (Abbildung 28). 
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Abbildung 28: Messung des LPA-initiierten Rezeptor-operierten Ca2+-Einstroms in pmLF. Wt- und TRPC1/6-/--
pmLF wurden mit Fura-2-AM beladen und nach Applikation von 50 µM LPA mittels Calcium Imaging bei 
Wellenlängen von 340 nm und 380 nm vermessen. Der Quotient der Messungen bei 340 nm und 380 nm wurde auf die 
Initialwerte der jeweils gemessenen Zellen normiert und als Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts („standard 
error of the mean“ = SEM) dargestellt (a). Die Mittelwerte bezogen sich auf mindestens drei voneinander unabhängig 
durchgeführten Versuchen aus mindestens drei pmLF-Isolationen (n>3). Zur Quantifizierung der intrazellulären 
Ca2+-Konzentrationen ([Ca2+]i) wurde die Fläche unter der Kurve (AUC) nach LPA-Applikation (b) berechnet und 
dargestellt. Ein Punkt entspricht dem Mittelwert aus mindestens 20 gemessenen Fibroblasten. Pro Zellisolation 
wurden mindestens drei Messungen durchgeführt. 
3.1.3 Messungen des Ca2+-Einstroms nach Entleerung der Ca2+-Speicher 
durch Endothelin-1 (Et-1) 
Zur weiteren Untersuchung des Ca2+-Einstroms in TRPC1/6-/-- und Wt-pmLF wurden die 
intrazellulären Ca2+-Konzentrationen nach Entleerung der Ca2+-Speicher durch 4 µM 
Endothelin 1 (Et-1) unter Applikation eines Ca2+-Chelators (EGTA) und nach Zugabe von 2 
mM CaCl2 gemessen. Die Durchführung der Messungen erfolgte ebenfalls unter Verwendung 
der „Calcium Imaging“ -Methode (siehe 2.2.7.1) und mit Hilfe des Ca2+-Indikators Fura-2-
AM. Die Messung fand in Ca2+-freier HBSS-Lösung mit 0,5 mM EGTA-Zusatz statt, um das 
extrazelluläre Ca2+ zu binden. Die berechneten absoluten Ca2+-Konzentrationen [Ca2+]i sind in 
Abbildung 29 zum einen als Messkurven und zum anderen als quantifizierte Ca2+-Signale in 
Form der „Area under the curve“ (AUC), sowohl nach Zugabe von Et-1 als auch nach 
Applikation von CaCl2, graphisch dargestellt. Hierbei kam es nach Speicherentleerung durch 
Et-1 zunächst zu keinen signifikanten Veränderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration 
zwischen Wt- und TRPC1/6-/--pmLF. Nach Zugabe von extrazellulärem Ca2+ zeigte sich in 
TRPC1/6-defizienten pmLF jedoch ein signifikant reduzierter Ca2+-Einstrom im Vergleich zu 




















































   
 
Abbildung 29: Rezeptor-operierter Ca2+-Einstrom in pmLF nach Speicherentleerung. Mit Fura-2-AM beladene Wt- 
und TRPC1/6-/--pmLF wurden in Ca2+-freier HBSS-Lösung mit 0,5 mM EGTA-Zusatz mittels Calcium Imaging bei 
Wellenlängen von 340 nm und 380 nm vermessen. Nach Speicherentleerung mit 4 µM Et-1 wurden 2 mM CaCl2 
hinzugegeben. Aufgezeichnete Fluoreszenzsignale wurden auf den jeweiligen Ausgangswert normiert, als Mittelwerte 
+/- Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) der 340/380 Ratio berechnet und gegen die 
Zeit aufgetragen (a). Die Mittelwerte stammen aus mindestens drei voneinander unabhängigen Messungen aus jeweils 
fünf unterschiedlichen pmLF-Zellisolationen (n=5). Die Flächen unter den Kurven (AUC) der intrazellulären Ca2+-
Konzentrationen wurden jeweils nach der Zugabe von Et-1 und CaCl2 ermittelt (b). Ein Punkt entspricht dem 
Mittelwert aus mindestens 20 gemessenen Fibroblasten. Pro Zellisolation wurden mindestens drei Messungen 
durchgeführt. 
3.1.4 Quantifizierung der internen Ca2+-Speicher in pmLF 
Zur weiteren Charakterisierung wurden die Ca2+-Konzentrationen der internen Ca2+-Speicher 
in Lungenfibroblasten (pmLF) untersucht. Hierzu wurden die Zellen mit Fura-2-FF beladen 
und die Speicher durch die Zugabe von 2 µM Thapsigargin (Tg) entleert. Die Abnahme der 
Ca2+-Konzentration in den internen Ca2+-Speichern wurde über die Zeit nach der Exzitation 
bei Wellenlängen von 340 nm und 380 nm gemessen und als Quotient dargestellt. Neben der 
signifikant erhöhten Ca2+-Konzentration in den internen Speichern der TRPC1/6-/--pmLF war 
der deutlich geringere Ca2+-Gehalt in STIM1/2ΔpmLF-pmLF im Vergleich zu den 
Kontrollzellen (Wt-pmLF und Wt Cre -Kontrollzellen, die zusätzlich mit Cre-Rekombinase 
exprimierenden Lentiviren behandelt wurden) (Abbildung 30a) auffallend. Während es 
einerseits zu einem erhöhten Ca2+-Ausstrom aus den internen Speichern in TRPC1/6-/--pmLF 
kam, zeigte sich andererseits ein reduzierter Ca2+-Ausstrom aus den STIM1/2-defizienten 
pmLF. (Abbildung 30b). In den Kontrollzellen kam es zu keinen signifikanten Unterschieden. 
Um die geringere Bindungsaffinität von Fura-2-FF zu Ca2+ und die Eignung zur 
Quantifizierung von Ca2+ in internen Speichern zu überprüfen, wurden Fura-2-FF-beladene 
Zellen im konfokalen Mikroskop untersucht. Abbildung 30c zeigt die Quantifizierung des 
Ca2+-Gehalts der internen Ca2+-Speicher mit Fura-2-FF. 











































































Abbildung 30: Messung und Quantifizierung der Ca2+-Konzentrationen interner Ca2+-Speicher in STIM1/2∆pmLF-, 
TRPC1/6-/--pmLF und Wt-Kontrollzellen (Wt- und Wt-pmLF, die mit Cre-Rekombinase exprimierenden Lentiviren 
infiziert wurden (Wt Cre -pmLF)). Mit Fura-2-FF AM beladene pmLF wurden in Ca2+-freier HBSS-Lösung mit 0,5 
mM EGTA-Zusatz mittels Calcium Imaging und nach Speicherentleerung mit Hilfe von 2 µM Thapsigargin (Tg) nach 
Exzitation bei Wellenlängen von 340 nm und 380 nm vermessen. Aufgezeichnete Fluoreszenzsignale wurden auf den 
jeweiligen Ausgangswert normiert, als Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = 
SEM) der 340/380 Ratio berechnet und gegen die Zeit aufgetragen (a). Die Mittelwerte stammen aus mindestens drei 
voneinander unabhängigen Messungen aus jeweils mindestens drei unterschiedlichen pmLF-Zellisolationen (n>3). 
Pro Zellisolation wurden mindestens drei Messungen mit mindestens 20 Zellen verwendet. Ca2+-Konzentrationen der 
ER-Speicher wurden durch die Differenz der Ratio340/380 bei Beginn der Messung (0 min) und bei Messende (12,5 
min) quantifiziert (b). c) Aufnahme einer mit Fura-2-FF beladenen Zelle im konfokalen Lasermikroskop. Die blau 
gefärbten Regionen repräsentieren an Fura-2-FF gebundene Ca2+-Ionen in internen Speichern. 
3.1.5 Analyse des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) in 
pulmonalen arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) und primären 
murinen Lungenfibroblasten (pmLF) 
Zur Analyse des SOCE wurden PASMC und pmLF mit Fura-2-AM beladen und mit 0,5 mM 
EGTA in HBSS ohne Ca2+ vermessen. Nach der Entleerung der Ca2+-Speicher durch 1 µM 
Thapsigargin wurden 2 mM CaCl2 hinzugegeben, um einen Speicher-operierten Ca2+-
Einstrom zu generieren. Anhand der Messungen konnte weder ein signifikanter Unterschied 
zwischen Wt- und TRPC1/6-/--PASMC noch zwischen Wt- und TRPC1/3/6-/--PASMC 
festgestellt werden (Abbildung 31a und b). In Übereinstimmung mit den Messungen zeigten 
auch die quantifizierten Flächen unter der Kurve (AUC) der gemessenen Ca2+-



















































Konzentrationen keine signifikanten Unterschiede zwischen TRPC-defizienten PASMC und 
Wt-Kontrollzellen (c). Die Experimente zur Quantifizierung des ROCE in PASMC wurden 
bereits von Diana Stickel durchgeführt und in ihrer Doktorarbeit zusammengestellt [203]. Wie 
erwartet zeigten TRPC1/3/6-defiziente PASMC, jedoch nicht STIM1/2-defiziente Zellen, 
einen signifikant reduzierten ROCE im Vergleich zu Wt-PASMC.  
  
 
Abbildung 31: Speicher-operierter Ca2+-Einstrom in TRPC1/6-/-- (a) und TRPC1/3/6-/--PASMC (b) im Vergleich zu 
Wt-PASMC. Mit Fura-2-AM beladene Zellen wurden in Ca2+-freier HBSS-Lösung unter Zusatz von 0,5 mM EGTA 
mittels Calcium Imaging bei Wellenlängen von 340 nm und 380 nm vermessen. Nach Speicherentleerung durch 1 µM 
Thapsigargin (Tg) wurden 2 mM CaCl2 hinzugegeben. Aufgezeichnete Fluoreszenzsignale wurden auf den jeweiligen 
Ausgangswert normiert, als Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) der 
340/380 Ratio berechnet und gegen die Zeit aufgetragen (a, b). Die Mittelwerte stammen aus mindestens drei 
voneinander unabhängigen Messungen aus jeweils drei unterschiedlichen PASMC-Isolationen (n>3). Die Flächen 
unter den Kurven (AUC) der intrazellulären Ca2+-Konzentration wurden nach der Zugabe von CaCl2 ermittelt (c). 
Ein Punkt entspricht dem Mittelwert aus mindestens 20 gemessenen PASMC. Pro Zellisolation wurden mindestens 
drei Messungen durchgeführt. 
Die Ergebnisse der Messungen des SOCE in pmLF sind in Abbildung 32 dargestellt. Neben 
STIM1/2-, TRPC1/6- und TRPC1/3/6-defizienten pmLF wurden ebenso 
STIM1/2∆pmLFTRPC1/6-/--pmLF sowie Wt- und Wt Cre -pmLF, die mit Cre-Rekombinase 
exprimierenden Lentiviren infiziert wurden, untersucht. Die Messungen des SOCE zeigten 
weder in TRPC1/6-/-- noch in TRPC1/3/6-/--pmLF einen signifikanten Unterschied zu Wt-
pmLF. Im Gegensatz dazu wiesen STIM1/2-defiziente pmLF einen deutlich reduzierten 
SOCE gegenüber den Wt Cre -Kontrollzellen auf. Interessanterweise zeigten 
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STIM1/2∆pmLFTRPC1/6-/--pmLF im Vergleich zu STIM1/2-defizienten pmLF keine weitere 
Reduktion des SOCE. Die Quantifizierung des Ca2+-Einstroms durch die Berechnung der 
Flächen unter der Kurve (AUC) konnte diese Beobachtungen bestätigen.  
 
 
Abbildung 32: Analyse des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms in pmLF. Mit Fura-2-AM beladene TRPC1/6-/-- (a), 
TRPC1/3/6-/-- (b), STIM1/2∆pmLF- und STIM1/2∆pmLFTRPC1/6-/- -pmLF (c) wurden im Vergleich zu Wt-Kontrollzellen 
(Wt- und Wt-pmLF, die mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren infiziert wurden (Wt Cre -pmLF) in Ca2+-
freier HBSS-Lösung mit 0,5 mM EGTA-Zusatz mittels Calcium Imaging bei Wellenlängen von 340 nm und 380 nm 
vermessen. Aufgezeichnete Fluoreszenzsignale wurden auf den jeweiligen Ausgangswert normiert, als Mittelwerte +/- 
Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) der 340/380 Ratio berechnet und gegen die Zeit 
aufgetragen. Die Mittelwerte stammen aus mindestens drei voneinander unabhängigen Messungen aus jeweils 
mindestens drei unterschiedlichen pmLF-Zellisolationen (n>3). Die Flächen unter den Kurven (AUC) der 
intrazellulären Ca2+-Konzentration wurden nach der Zugabe von CaCl2 ermittelt (d). Ein Punkt entspricht dem 
Mittelwert aus mindestens 20 gemessenen Fibroblasten. Pro Zellisolation wurden mindestens drei Messungen 
durchgeführt. 
Um die intrazellulären Ca2+-Konzentrationen weiter zu charakterisieren, wurde der initiale 
Ca2+-Einstrom sowie die Maxima der Kurven quantifiziert. Zur Berechnung der initialen 
Ca2+-Einströme wurde die Steigung der Kurve durch die Bestimmung der 1. Ableitung 
bestimmt. Kurvenmaxima wurden durch die Analyse der Kurvenhöchstwerte berechnet 
(Abbildung 33). Die Auswertungen bestätigen die oben ermittelten Ergebnisse, da sowohl der 
initiale Ca2+-Einstrom als auch die Maxima signifikant in STIM1/2-defizienten pmLF und 
STIM1/2ΔpmLFTRPC1/6-/--pmLF, jedoch nicht in TRPC1/6-/--pmLF, im Vergleich zu den 
Kontrollzellen reduziert sind. 
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Abbildung 33: Charakterisierung des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) mittels Berechnung des initialen 
Ca2+- Einstroms und der Kurvenmaxima. Die Messkurven der SOCE-Versuche aus Abbildung 29 in Wt-, TRPC1/6-/-- 
und TRPC1/3/6-/--pmLF (a,b) sowie STIM1/2∆pmLF-, STIM1/2∆pmLFTRPC1/6-/-- und Wt Cre -pmLF, die mit Cre-
Rekombinase-exprimierenden Lentiviren infiziert wurden, wurden für die Analyse verwendet. Inititale Ca2+-
Einströme wurden durch die Bestimmung der 1. Ableitung der Kurve nach Zugabe von 2 mM CaCl2 bis zum 
Kurvenmaximum berechnet (a,c). Maxima stammen aus der Analyse der Höchstwerte der jeweiligen, entstandenen 
Kurven nach Rekalzifizierung durch Applikation von CaCl2 (b,d). Die berechneten Werte sind gemeinsam mit dem 
Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) abgebildet. (n>3) 
3.2  Untersuchungen zur Rolle des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms 
(SOCE) und der Funktion von „classical transient receptor potential“ 
(TRPC)1/6-Kanälen in primären murinen Lungenfibroblasten (pmLF)   
3.2.1  Zellviabilität und -proliferation 
Um die Rolle des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) und der TRPC1/6-Kanäle für 
die Zellfunktion in Lungenfibroblasten (pmLF) untersuchen zu können, wurde zunächst die 
Zellviabilität der einzelnen pmLF-Genotypen überprüft. Die gemessene Absorption des 
Zellüberstands wurde auf den jeweiligen Ausgangswert normiert und in Abbildung 34 als 
Viabilitätskurve dargestellt. Während die Analyse der TRPC1/6-/--pmLF an Tag 6 und Tag 7 














































































Auswertung der Viabilitätsrate von STIM1/2-defizienten pmLF im Vergleich zu Wt Cre -
pmLF, welche mit Cre-Rekombinase exprimierenden Lentiviren infiziert waren, keinen 
signifikanter Unterschied (b). Es zeigte sich ebenfalls keine signifikante Veränderung 
zwischen Wt-pmLF, die entweder mit oder ohne Cre-Rekombinase exprimierenden 
Lentiviren behandelt wurden (c). Dadurch konnte ein Einfluss der Infektion mit Lentiviren 
auf die Zellviabilität ausgeschlossen werden.  
 
Abbildung 34: Zellviabilitäts-Kurven der Lungenfibroblasten unterschiedlicher Genotypen nach Analyse mit Hilfe 
des Water soluble tetrazolium -1 (WST)-Assays. Neben Wt- und TRPC1/6-/--pmLF (a) wurden STIM1/2∆pmLF- und Wt 
Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren) auf deren Viabilität 
untersucht. Am 5. Tag nach Infektion mit Cre-Rekombinase exprimierenden Lentiviren der STIM1/2∆pmLF- und Wt 
Cre -pmLF wurde mit der Durchführung des WST-1-Assays begonnen. Der Zellüberstand der einzelnen Genotypen 
wurde alle 24 Stunden nach dreistündiger Inkubation mit WST-1-Reagenz kolorimetrisch bei einer Wellenlänge von 
450 nm vermessen. Zellfreie Einheiten, die ausschließlich mit Zellmedium gefüllt waren, wurden ebenfalls mit WST-1-
Reagenz für 3 Stunden inkubiert und als Leerwert verwendet. Die Messwerte wurden nach Abzug des Leerwerts auf 
die jeweiligen Ausgangswerte normiert und als Zellviabilität-Kurven +/- Standardfehler des Mittelwerts („standard 
error of the mean“ = SEM) dargestellt. Es wurden mindestens drei Messungen pro pmLF-Isolation aus mindestens 
drei Mäusen pro Genotyp analysiert und abgebildet (n>3). 
Darüber hinaus wurde die Zellproliferation anhand der DNA-Syntheserate in pmLF mit Hilfe 
eines Click-iT 5-ethynyl-2′-desoxyuridine (EdU) Imaging Kits untersucht. EdU dient als 
Thymidin-Analogon, das während der DNA-Synthese als Base in diese einbaut und durch 
eine sogenannte „Click-iT“-Reaktion mit einem Fluorophor (Alexa Fluor 488) gekoppelt 
wird. Die Zellfärbungen wurden mit einem konfokalen Mikroskop aufgenommen und mit den 
Ergebnissen in Abbildung 35 zusammengefasst. Anhand der Aufnahmen war zu erkennen, 
dass TRPC1/6-/--pmLF bereits nach drei Stunden Inkubation deutlich mehr EdU einbauten als 
Wt-pmLF. Währenddessen zeigten STIM1/2-defiziente pmLF im Verhältnis zu Wt Cre -
Kontrollzellen deutlich weniger EdU-Einbau. Die DNA-Syntheserate wurde durch das 
Verhältnis von EdU-positiven Zellen zur Gesamtzahl der Zellen (mit Hoechst-Farbstoff 
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gefärbte Zellkerne) mit Hilfe der ImageJ Software quantifiziert und in Abbildung 36 
dargestellt. Es bestätigte sich die Beobachtung, dass die DNA-Syntheseraten in TRPC1/6-/--
pmLF Proben gegenüber Wt-Zellen signifikant erhöht und in STIM1/2-defizienten pmLF im 
Vergleich zu Wt Cre -pmLF signifikant vermindert waren. 
 
Abbildung 35: Repräsentative Bilder der mit EdU-(grün)-Fluoreszenz/ Hoechst-(blau)-Farbstoff gefärbten pmLF. 
Wt-, TRPC1/6-/--pmLF sowie STIM1/2-defiziente pmLF und Wt Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit Cre-
Rekombinase exprimierenden Lentiviren) wurden nach dreistündiger Inkubation mit EdU in Formaldehyd fixiert 
und mit Alexa Fluor 488 gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff (grün) über eine „Click-iT“-Reaktion gefärbt. Zellkerne 
wurden mit Hoechst-Farbstoff (blau) angefärbt und überlagerte Färbungen (grün) mittels ImageJ Software 
quantifiziert. Repräsentative Überlagerungen wurden mit Pfeilen markiert. Es wurden jeweils von mehr als drei 


















Abbildung 36: Quantifizierung der DNA-Syntheseraten durch Berechnung der EdU-Fluoreszenz im Verhältnis zu mit 
Hoechst-Farbstoff gefärbten pmLF-Zellkernen. Wt- und TRPC1/6-/--pmLF (a) sowie STIM1/2-defiziente pmLF (b) 
und Wt Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren) wurden jeweils 
miteinander verglichen. Ein abgebildeter Punkt entspricht dem berechneten Mittelwert der EdU/Hoechst-Ratio +/- 
Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM). Es wurden mindestens drei Messungen pro 
pmLF-Isolation aus mindestens drei Mäusen pro Genotyp analysiert und abgebildet. (n>3) 
3.2.2 Zellmigration 
Während einer Schädigung des Lungengewebes kommt es zur Ausschüttung von 
Entzündungsmediatoren und einer Einwanderung von Immunzellen in das verletzte Gewebe. 
Lungenfibroblasten spielen während diesen Prozessen eine wichtige Rolle und tragen zur 
Wundheilung bei [218]. Um in diesem Zusammenhang eine mögliche Beteiligung des 
Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) und von TRPC1/6-Kanälen in 
Lungenfibroblasten (pmLF) untersuchen zu können, wurde die Migration von pmLF 
analysiert. Zur Bestimmung der Zellmigration von TRPC1/6- sowie STIM1/2-defizienten 
pmLF im Vergleich zu Wt- und Wt Cre -pmLF, welche mit Cre-Rekombinase-
exprimierenden Lentiviren infiziert wurden, wurden 3-Kammer-Silikoneinsätze der Firma 
Ibidi verwendet. Die Quantifizierung der gemessenen Abstände zwischen den beiden 
Zellstreifen (Abbildung 37) ergab für TRPC1/6-/--pmLF eine vergleichsweise schnellere 
Migration in die Zelllücke als für Wt-pmLF. Jedoch kam es erst nach 24 Stunden zu einem 
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Genotypen. Im Vergleich dazu zeigten 
STIM1/2-defiziente pmLF (Abbildung 38) eine deutlich verlangsamte Migration als Wt Cre -
pmLF. Dieser Unterschied zeigte sich bereits nach 8 Stunden und wurde mit fortlaufender 








































Abbildung 37: Repräsentative Bilder und Quantifizierung der Zellmigration in Wt- und TRPC1/6-/--pmLF. Die 
Fähigkeit von Wt- und TRPC1/6-/--pmLF eine zellfreie Lücke zu schließen wurde für 24 Stunden analysiert. (a) 
Aufnahmen von Phasenkontrastbilder des zellfreien Spalts nach jeweils vier Stunden. Repräsentative Bilder zeigen 
das jeweils typische Migrationsverhalten von Wt- und TRPC1/6-/--pmLF von 0 bis 24 Stunden nach Entfernung der 
Silikoneinsätze. Der Maßstab betrug 100 µm (b). Zur Quantifizierung wurde die Breite der zellfreien Lücke gemessen 
und auf den jeweiligen Ausgangswert normiert. Die Messungen sind als Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts 
(„standard error of the mean“ = SEM) dargestellt. (n>3 pmLF-Isolationen aus mindestens 3 Mäusen) 
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Abbildung 38: Repräsentative Bilder und Quantifizierung der Zellmigration in STIM1/2-defizienten pmLF im 
Vergleich zu Wt Cre –pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren). Die 
Fähigkeit von STIM1/2-defizienten pmLF und Wt Cre -pmLF eine zellfreie Lücke zu schließen wurde für 24 Stunden 
analysiert. (a) Aufnahmen von Phasenkontrastbilder des zellfreien Spalts nach jeweils vier Stunden. Repräsentative 
Bilder zeigen das jeweils typische Migrationsverhalten von STIM1/2-defizienten pmLF im Vergleich zu Wt Cre -
pmLF von 0 bis 24 Stunden nach Entfernung der Silikoneinsätze. Der Maßstab betrug 100 µm (b). Zur 
Quantifizierung wurde die Breite der zellfreien Lücke gemessen, auf den jeweiligen Ausgangswert normiert und als 
Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts („standard error of the mean“ = SEM) dargestellt. (n>3 pmLF-
Isolationen aus mindestens 3 Mäusen) 
3.2.3 Quantifizierung des Transkriptionsfaktors „nuclear factor of 
activated T-cells“ (NFAT) 
Zur weiteren Charakterisierung der Rolle des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) in 
pmLF wurde die Ca2+-abhängige Translokation der Transkriptionsfaktoren NFATc1 und 
NFATc3 ( für nuclear factor of activated T-cells) in den Zellkern untersucht. Dazu wurden 
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nukleäre Fraktionen von STIM1/2-defizienten pmLF und Wt Cre -pmLF mit Hilfe eines 
Nuclear Extract Kit isoliert, um anschließend mittels Western Blot -Methode die 
Proteinexpression von NFATc1 und NFATc3 im Zellkern zu quantifizieren. Die Ergebnisse 
sind in Abbildung 39 und Abbildung 40 dargestellt und zeigen für STIM1/2-defiziente pmLF 
sowohl für NFATc1- als auch für NFATc3-Proteine eine signifikant reduzierte Translokation 
in den Zellkern im Vergleich zu Wt-pmLF, die mit Cre-Rekombinase exprimierenden 
Lentiviren infiziert wurden (Wt Cre -pmLF). Wie auf dem repräsentativen Blot zu erkennen 
ist, wurde in nukleären Extrakten von STIM1/2-defizienten pmLF-Proteinlysaten nur noch die 
NFATc1-Isoform mit einer Größe von 110 kDa von den drei NFATc1-Isoformen detektiert, 
die in Wt Cre -pmLF -Zellkernen vergleichsweise alle vorhanden waren. Die Untersuchung 
zur NFATc3-Expression ergab in nukleären Extrakten von STIM1/2-defizienten 
Proteinlysaten eine signifikant geringere Lokalisation der Isoform mit einer Größe von 130 
kDa im Vergleich zu Wt Cre –pmLF Zellkernen. Die Signalintensitäten wurden mittels 
LICOR Software quantifiziert und auf die Ladekontrolle LaminB1 mit einer Größe von 66 
kDa normiert.  
 
Abbildung 39: Nachweis von NFATc1 in nukleären Extrakten aus Lungenfibroblasten. (a) Proteine aus nukleären 
Zellfraktionen von STIM1/2∆pmLF-pmLF und Wt Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit Cre-Rekombinase-
exprimierenden Lentiviren) wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und NFATc1-Isoformen mittels Western 
Blot mit spezifischen Antikörpern detektiert. Als Ladekontrolle diente LaminB1 mit einer Größe von 66 kDa. (b) Auf 
die Ladekontrolle normierte Signalintensitäten wurden als Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts (standard 











































Abbildung 40: Nachweis von NFATc3 in nukleären Extrakten aus Lungenfibroblasten. (a) Proteine aus nukleären 
Zellfraktionen von STIM1/2∆pmLF-pmLF und Wt Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit Cre-Rekombinase 
exprimierenden Lentiviren) wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und NFATc3-Isoformen mittels Western 
Blot mit spezifischen Antikörpern detektiert. Als Ladekontrolle diente LaminB1 mit einer Größe von 66 kDa. (b) Auf 
die Ladekontrolle normierte Signalintensitäten wurden als Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts (standard 
error oft he mean = SEM) dargestellt. (n>3 pmLF-Isolationen aus mindestens 3 Mäusen) 
3.3 Analyse der Rolle des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) 
und der Funktion von „classical transient receptor potential“ 
(TRPC)1/6 während der Differenzierung von Fibroblasten zu 
Myofibroblasten nach „transforming growth factor“ (TGF)-β1-
Behandlung 
Während der Ausbildung einer Lungenfibrose kommt es auf Grund von 
Entzündungsprozessen und Schädigungen des Gewebes zu Umstrukturierungen der 
Lungenarchitektur [219]. An diesen Prozessen sind vor allem Fibroblasten beteiligt, welche 
sich vermehrt von Fibroblasten zu Myofibroblasten ausdifferenzieren. Neben „in-vivo“-
Modellen stehen auch „in-vitro“-Zellmodelle, bei denen es durch „transforming growth 
factor β1“ (TGF-β1)-Behandlung zu einer Ausdifferenzierung von Fibroblasten zu 
Myofibroblasten kommt, zur Verfügung. Auf diese Art und Weise wurde die physiologische 
Funktion des SOCE und der TRPC1/6-Kanäle während der Ausbildung einer Lungenfibrose 







































3.3.1 Quantifizierung der mRNA-Expression typischer Fibrosemarker-
Proteine 
Zur Überprüfung der Myofibroblasten-Differenzierung wurden Lungenfibroblasten (pmLF) 
mit „transforming growth factor“ (TGF)-β1 behandelt, um eine Transformation von 
Fibroblasten zu Myofibroblasten zu initiieren. Anschließend wurde die mRNA-Expression 
typischer Fibrosemarker-Proteine, beispielsweise von α-glattem Muskelaktin (α smooth 
muscle actin = α-SMA) oder Kollagen 1 (COL1), mit Hilfe von RT-qPCR quantifiziert. Diese 
Proteine dienen unter anderem als Marker zur Erkennung und Diagnose einer Lungenfibrose.  
 
Glattes Muskelaktin α (α-SMA) 
Während die Auswertung der mRNA-Expression von α-SMA in Wt- und Wt Cre- pmLF nach 
Behandlung mit TGF-β1 im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ohne TGF-β1 einen 
signifikanten Anstieg ergab, zeigten STIM1/2-defiziente pmLF, die mit TGF-β1 behandelt 
wurden, keine signifikante Veränderung zur unbehandelten Kontrolle (Abbildung 41a-c). 
Allerdings wiesen die jeweiligen Kontrollen sowie behandelten Zellen der verschiedenen 
Genotypen auch untereinander stark signifikante Unterschiede in der α-SMA-Expressionsrate 
auf. Wt Cre- und STIM1/2-defiziente Kontroll-pmLF zeigten deutlich höhere α-SMA-
mRNA-Expressionsraten als die Wt-Kontrolle, die nicht mit Cre-Rekombinase 
exprimierenden Lentiviren infiziert wurde. Mit TGF-β1-behandelte Wt Cre- und STIM1/2-
defiziente pmLF wiesen ebenso deutlich erhöhte mRNA-Expressionsraten an α-SMA im 
Gegensatz zu Wt-TGF-β1-pmLF auf. Dabei kam es zusätzlich zu einer signifikanten 
Reduktion der α-SMA-mRNA-Expression in STIM1/2-defizienten pmLF nach TGF-β1-




Abbildung 41: Analyse der α-SMA-Expressionsrate in pmLF entweder nach Zugabe von TGF-β1 oder Lösungsmittel 
(Kontrolle). Wt-, Wt Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektio mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren) und 
STIM1/2-defiziente pmLF wurden 48 Stunden mit 2 ng/ml TGF-β1 oder Lösungsmittel (0,1% BSA in PBS) behandelt. 
Isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und mittels RT-qPCR sowie spezifischer α-SMA-Oligonukleotide auf α-
SMA-mRNA-Expression untersucht. Die abgebildeten Daten entsprechen den Mittelwerten +/- Standardfehler des 
Mittelwerts (standard error oft he mean = SEM) des jeweiligen mit TGF-β1-behandelten Genotyps und dessen 
Kontrolle in Relation zum Referenzgen β-Aktin. (n>3 pmLF-Isolationen aus mindestens 3 Mäusen). 
Kollagen 1 (COL1) 
Darüber hinaus wurden die mRNA-Expressionsraten für den Fibrosemarker COL1 analysiert 
und die Ergebnisse sind in Abbildung 42 dargestellt. Hierbei kam es bei allen drei Genotypen 
zu einer signifikanten Erhöhung der COL1-Expression in pmLF, die mit TGF-β1 behandelt 
wurden, im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ohne TGF-β1. Bei Betrachtung der Genotypen 
ohne TGF-β1 zeigten STIM1/2-defiziente pmLF eine signifikant reduzierte mRNA-
































































Abbildung 42: Analyse der COL1-Expression in pmLF entweder nach Zugabe von TGF-β1 oder Lösungsmittel 
(Kontrolle). Wt-, Wt Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren) und 
STIM1/2-defizienten pmLF wurden 48 Stunden mit 2 ng/ml TGF-β1 oder Lösungsmittel (0,1% BSA in PBS) 
behandelt. Isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und mittels RT-qPCR sowie spezifischer COL1-
Oligonukleotide auf COL1-Expression untersucht. Die abgebildeten Daten entsprechen den Mittelwerten +/- 
Standardfehler des Mittelwerts (standard error oft he mean = SEM) des jeweiligen mit TGF-β1-behandelten Genotyps 
und dessen Kontrolle in Relation zum Referenzgen β-Aktin. (n>3 pmLF-Isolationen aus mindestens 3 Mäusen). 
3.3.2 Untersuchung der Migration primärer muriner Lungenfibroblasten 
(pmLF) nach Inkubation mit TGF-β1 
Zur Analyse des Migrationsverhaltens von pmLF nach Zugabe von TGF-β1 wurde abermals 
der bereits vorgestellte Migrationstest (siehe 3.2.2.) verwendet. Die Quantifizierung erfolgte 
anhand der Zelllücken von TRPC1/6-/- -pmLF, STIM1/2-defizienten pmLF und Wt- und Wt 
Cre -pmLF, welche mit Cre-Rekombinase exprimierenden Lentiviren infiziert wurden. 
Während TGF-β-behandelte TRPC1/6-/--pmLF im Vergleich zu den Wt-Kontrollzellen keinen 
signifikanten Unterschied aufwiesen (Abbildung 43), migrierten STIM1/2-defiziente pmLF 
nach TGF-β-Behandlung signifikant schlechter als die Wt Cre -Kontrollzellen (Abbildung 
44). Allgemein ließ sich feststellen, dass die Inkubation mit TGF-β1 die Migration aller 


































































Abbildung 43: Repräsentative Bilder und Quantifizierung der Zellmigration in Wt- und TRPC1/6-/--pmLF nach 48-
stündiger TGF-β1-Behandlung. Die Fähigkeit von Wt- und TRPC1/6-/--pmLF eine zellfreie Lücke zu schließen wurde 
für 24 Stunden analysiert (b). Aufnahmen von Phasenkontrastbilder des zellfreien Spalts nach jeweils 12 Stunden. 
Repräsentative Bilder zeigen das jeweils typische Migrationsverhalten von Wt- und TRPC1/6-/--pmLF, die mit 2 ng/ml 
TGF-β1 behandelt wurden, von 0 bis 24 Stunden nach Entfernung der Silikoneinsätze. Der Maßstab betrug 100 µm 
(a). Zur Quantifizierung wurde die Breite der zellfreien Lücke gemessen und auf den Ausgangswert normiert. Die 
abgebildeten Balken stellen den Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts (standard error oft he mean = SEM) 
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Abbildung 44: Repräsentative Bilder und Quantifizierung der Zellmigration in STIM1/2∆pmLF- und Wt Cre –pmLF 
(Wt-pmLF nach Infektion mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren) nach 48-stündiger TGF-β1-
Behandlung. Die Fähigkeit von STIM1/2∆pmLF- und Wt Cre –pmLF eine zellfreie Lücke zu schließen wurde für 24 
Stunden analysiert (b). Aufnahmen von Phasenkontrastbilder des zellfreien Spalts nach jeweils 12 Stunden. 
Repräsentative Bilder zeigen das jeweils typische Migrationsverhalten von STIM1/2-defizienten und Wt Cre -pmLF, 
die mit 2 ng/ml TGF-β1 behandelt wurden, von 0 bis 24 Stunden nach Entfernung der Silikoneinsätze. Der Maßstab 
betrug 100 µm (a). Zur Quantifizierung wurde die Breite der zellfreien Lücke gemessen und auf den Ausgangswert 
normiert. Die abgebildeten Balken stellen den Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts (standard error oft he 
mean = SEM) dar. (n>5 pmLF-Isolationen aus fünf Mäusen) 
3.3.3 Quantifizierung von glattem Muskelaktin α (α-SMA) und 
Aktinstressfasern in pmLF nach Applikation von TGF-β1 
Die Expressionsraten von α-SMA und Aktinstressfasern wurden untersucht, um einerseits 
eine Ausdifferenzierung von Lungenfibroblasten zu Myofibroblasten unter TGF-β1-
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Lungenfibroblasten sowie -myofibroblasten zu analysieren. Durch den Einsatz einer 
indirekten Antikörperfärbung mit Hilfe von anti-α-SMA-Antikörpern und Fluoreszenz-
gekoppeltem Phalloidin wurden die perforierten Zellen angefärbt und anhand der 
Graustufenintensitäten der aufgenommenen Bilder quantifiziert. Die Analyse der 
Graustufenintensitäten von α-SMA (Abbildung 45) ergab für Wt-pmLF, die mit TGF-β1 
behandelt wurden, einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu den Wt-Kontrollzellen. Im 
Gegensatz dazu wiesen mit TGF-β1-behandelte TRPC1/6-/--pmLF keine Veränderung 
gegenüber der zugehörigen Kontrolle und eine signifikant schwächere α-SMA-Expression als 
Wt-pmLF nach TGF-β1-Behandung auf. Wt Cre -pmLF, die sowohl mit Cre-Rekombinase-
exprimierenden Lentiviren infiziert als auch mit TGF-β1 behandelt wurden, verhielten sich 
ähnlich wie Wt-pmLF und zeigten eine signifikante Erhöhung der α-SMA-Level im Vergleich 
zu den Wt Cre-pmLF Kontrollzellen ohne TGF-β1. Währenddessen ergab die Auswertung der 
α-SMA-Proteinkonzentration für STIM1/2-defiziente pmLF, die mit TGF-β1 behandelt 
wurden, keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle ohne TGF-β1. Zwar zeigten sowohl 
mit als auch ohne TGF-β1-behandelte STIM1/2-defiziente pmLF eine leichte Erhöhung der α-
SMA-Expression gegenüber den jeweiligen Wt Cre -pmLF-Kontrollen, die jedoch jeweils 
nicht signifikant unterschiedlich war. Die Auswertung der jeweiligen Kontrollzellen sowie 
der mit TGF-β1-behandelten pmLF ergab unter allen vier Genotypen bis auf einen 
signifikanten Unterschied zwischen TRPC1/6-/-- und STIM1/2-defizienten pmLF mit TGF-β1 
keine weiteren signifikanten Veränderungen. Zusammenfassend lässt sich also feststellen, 
dass die Expression von glattem Muskelaktin (α-SMA) durch TGF-β1-Behandlung nur in 
Anwesenheit von TRPC1/6-Kanälen detektiert werden konnte. Ebenso zeigten STIM1/2-
defiziente pmLF keine signifikante Erhöhung der α-SMA-Expression nach TGF-β1-Zugabe. 
Allerdings kann hier keine eindeutige Aussage über die Bedeutung des SOCE getroffen 
werden, da die basale α-SMA-Expression nach Infektion mit Cre-Rekombinase-
exprimierenden Lentiviren bereits erhöht war. Diese Beobachtung zeigte sich ebenfalls 
anhand der Auswertung der mRNA-Expression von α-SMA in Wt-, Wt Cre - und STIM1/2-




Abbildung 45: Quantifizierung von alpha-glatten Muskelaktin (α-SMA) in pmLF nach Zugabe von TGF-β1 oder 
Lösungsmittel. Wt-, TRPC1/6-/--pmLF (b) sowie STIM1/2∆pmLF- und Wt Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit 
Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren) (c) wurden für 48 Stunden mit 2 ng/ml TGF-β1 oder 0,1 % BSA in 
PBS (Lösungsmittel) behandelt und in 4 %-iger Formaldehyd-Lösung fixiert. Fluoreszenz-gekoppelte Zweit-
Antikörper wurden nach Inkubation mit anti-α-SMA-Antikörper verwendet, um die α-SMA-Expression zu 
quantifizieren. Zellkerne wurden mit Hoechst-Farbstoff angefärbt. Zur Quantifizierung wurden die 
Graustufenintensitäten ermittelt und als Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts (standard error oft he mean = 
SEM) abgebildet. (n>3). Repräsentative Immunfluoreszenzbilder von den jeweiligen Genotypen sind in (a) dargestellt.  
Wie in Abbildung 46 dargestellt kam es bei der Analyse der Aktinstressfasern durch an 
Fluoreszenz-gekoppeltes Phalloidin (Phalloidin-TRITC) in TGF-β1-behandelten und 
unbehandelten pmLF zu ähnlichen Ergebnissen wie bei der Auswertung der α-SMA-
Expression. Mit TGF-β1-behandelte Wt-pmLF zeigten im Vergleich zu pmLF ohne TGF-β1 
eine signifikant erhöhte Expression von Aktinstressfasern. Im Gegensatz dazu wiesen 
TRPC1/6-/--TGF-β1-pmLF keine signifikante Veränderung des polymerisierten Aktins 
gegenüber TRPC1/6-/--pmLF ohne TGF-β1 auf (Abbildung 46a, b). Wie bereits bei der 
Analyse von α-SMA in STIM1/2-defizienten pmLF beschrieben, kam es auch bei der 
Auswertung von polymerisiertem Aktin in STIM1/2-defizienten pmLF zu keiner 
signifikanten Veränderung zwischen Kontrolle und TGF-β1-Behandlung (Abbildung 46a, c). 
Allerdings zeigte sich hier keine Erhöhung der Aktin-Stressfiberbildung durch die Infektion 
mit Cre-Rekombinase exprimierenden Lentiviren so dass ein SOCE neben TRPC1/6-Kanälen 
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offensichtlich an der TGF-β-vermittelten Myofibroblasten-Differenzierung beteiligt ist. Die 
Analyse des polymerisierten Aktins in Wt Cre -pmLF nach TGF-β1-Behandlung ergab, 
ähnlich wie in Wt-pmLF, eine erhöhte Expression von Aktinstressfasern im Vergleich zu Wt 
Cre -pmLF ohne TGF-β1. 
 
Abbildung 46: Quantifizierung der Aktinstressfaser-Expression in pmLF nach Zugabe von TGF-β1 oder 
Lösungsmittel. Wt-, TRPC1/6-/--pmLF (b) sowie STIM1/2∆pmLF- und Wt Cre -pmLF (Wt-pmLF nach Infektion mit 
Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren) (c) wurden für 48 Stunden mit 2 ng/ml TGF-β1 oder 0,1 % BSA in 
PBS (Lösungsmittel) behandelt und in 4 %-iger Formaldehyd-Lösung fixiert. Zur Quantifizierung der 
Aktinstressfasern wurde Fluoreszenz-gekoppeltes Phalloidin verwendet. Zellkerne wurden mit Hoechst-Farbstoff 
angefärbt. Die Quantifizierung erfolgte anhand der Ermittlung der Graustufenintensitäten und wurde als Mittelwert 
+/- Standardfehler des Mittelwerts (standard error oft he mean = SEM) abgebildet. (n>3). Repräsentative 
Immunfluoreszenzbilder von den jeweiligen Genotypen sind in (a) dargestellt.
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Nach der Entdeckung der TRP-Kanäle in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster wurde zu 
Beginn angenommen, dass diese als Speicher-operierte Kanäle für den kapazitiven Ca2+-
Einstroms fungieren [220, 221]. Diese Hypothese wurde nach der Klonierung von homologen 
„classical transient receptor potential“ (TRPC)-Kanälen in Säugetieren zunächst bestätigt 
[222]. Als molekularer Mechanismus wurde eine direkte Aktivierung von TRPC-Kanälen 
durch Inositoltriphosphat (IP3)-Rezeptoren, welche in der Membran interner Ca2+-Speicher 
lokalisiert sind, nach der Bindung von IP3 vorgeschlagen [219]. IP3 und Diacylglycerin (DAG) 
werden nach Rezeptorstimulation durch die Aktivierung von Phospholipasen aus 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) generiert [223, zusammengefasst in 224]. Der 
vorgeschlagene Mechanismus konnte nur in Zelllinien mit heterolog überexprimierten 
Proteinen, jedoch nicht in nativen, frisch isolierten Zellen nachgewiesen werden [225, 226]. 
Außerdem zeigten TRPC-Kanäle im Gegensatz zu „Calcium release- activated Calcium“ 
(ICRAC)-Kanälen keine hohe Selektivität für Ca2+-Ionen. Währenddessen wurde nachgewiesen, 
dass TRPC2/3/6/7-Kanäle direkt durch Diacylglycerin (DAG) ohne Beteiligung der internen 
Ca2+-Speicher aktiviert werden konnten [59, 227, 228]. In den Jahren 2005 und 2006 wurde 
durch die Entdeckung der STIM-Proteine ein passenderes molekulares Korrelat für den 
Speicher-operierten Ca2+-Einstrom (SOCE) gefunden [229]. STIM-Proteine dienen als Ca2+-
Sensoren der internen Ca2+-Speicher und aktivieren Ca2+-selektive Orai-Kanäle in der 
Plasmamembran, die fast zeitgleich ebenfalls neu identifiziert wurden [32]. Nichtsdestotrotz 
postulieren einige Arbeitsgruppen weiterhin, dass TRPC3-Kanäle in Acinus-Zellen des 
Pankreas [230] und TRPC1-Kanäle in Zellen der Speicheldrüse [85] durch Interaktion mit 
STIM1/2-Proteinen [71-73] oder Orai-Kanälen [74-76] am SOCE mitwirken. Ebenso wurde 
eine indirekte Aktivierung von TRPC1/3/6-Kanälen durch den Ca2+-Einstrom über geöffnete 
Orai-Kanälen in Blutplättchen vorgeschlagen [97]. Auf Grund dieser Daten sollte die 
molekulare Interaktion von TRPC-Kanälen mit STIM1/2-Proteinen und/oder Orai-Kanälen in 
unterschiedlichen Zelltypen unabhängig voneinander analysiert werden. Ziel dieser Arbeit 
war es, eine mögliche Beteiligung von TRPC1/6- und TRPC1/3/6-Kanälen in pulmonalen 
arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) und primären murinen Lungenfibroblasten (pmLF) 
am Rezeptor- und Speicher-operierten Ca2+-Einstrom (ROCE/SOCE) zu untersuchen.  
Bis heute wurde die physiologische Rolle des SOCE in der Lunge nur in wenigen Zelltypen 
(z.B. in humanen Lungenepithelzellen [163], Mastzellen [164] und pulmonalen glatten 
Muskelzellen [231, 232]) analysiert. Entsprechende Untersuchungen in pulmonalen murinen 
Lungenfibroblasten (pmLF), die an der Ausbildung einer Lungenfibrose beteiligt sind, liegen 
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bisweilen noch nicht vor. Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit ebenfalls die Funktion des 
SOCE in primären murinen Lungenfibroblasten näher untersucht.  
Im Rahmen von pathophysiologischen Veränderungen der Lunge sind diese Zellen an 
unkontrollierten Wundheilungsprozessen nach vermehrter Ausschüttung von 
Entzündungsmediatoren und Zytokinen beteiligt. Als Hauptmediator bewirkt der 
„Transforming-growth-factor β“ (TGF-β) unter anderem eine Ausdifferenzierung von 
Fibroblasten zu Myofibroblasten, wodurch es zu einer Umstrukturierung der 
Lungenarchitektur kommt [233]. In Abwesenheit von TRPC6-Kanälen war die Ausbildung 
einer Lungenfibrose nach Gabe von Bleomycin in TRPC6-gendefizienten Mäusen im 
Vergleich zu den Kontrolltieren deutlich reduziert [190]. Außerdem zeigte sich nach der 
Behandlung von pmLF mit TGF-β eine erhöhte Expression von TRPC6-Kanälen, weshalb 
diese Kanäle an der Entwicklung einer Lungenfibrose beteiligt sein könnten. Eine mögliche 
Funktion des SOCE während fibrotischer Veränderungen wurde bisher nur im Rahmen der 
renalen Fibrose und der Mukoviszidose untersucht [234, 235]. Daher wurde sowohl in 
TRPC1/6- als auch STIM1/2-defizienten primären murinen Lungenfibroblasten die 
Differenzierung zu Myofibroblasten nach Behandlung mit TGF-β analysiert.  
4.1 Der Rezeptor- und Speicher-operierte Ca2+-Einstrom (ROCE/ SOCE): 
Zwei voneinander unabhängige Signalwege in pulmonalen arteriellen 
glatten Muskelzellen (PASMC) und primären murinen 
Lungenfibroblasten (pmLF) 
Nachdem für den Speicher-operierten Ca2+-Einstrom (SOCE) eine direkte STIM-Orai-
Interaktion in Drosophila S2-Zellen [236] nachgewiesen worden war, wurde eine Beteiligung 
von TRPC-Kanälen am SOCE kritischer hinterfragt. Nichtsdestotrotz konnten einige 
Arbeitsgruppen Daten über eine Beteiligung von TRPC-Kanälen am SOCE erheben und 
publizieren. Neben einer direkten Aktivierung von TRPC-Kanälen durch STIM1 
(zusammengefasst in  [77]) wurde auch die Bildung eines dreiteiligen Komplexes aus STIM1, 
TRPC1 und Orai1 [88] in HEK293-Zellen mit heterolog-exprimierten TRPC- und Orai-




Abbildung 47: Schematische Darstellung der STIM-Orai-Interaktion und möglicher Hypothesen zum molekularen 
Mechanismus des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms. Signalweg 1: STIM-Orai-Interaktion. [20] Signalweg 2: 
Aktivierung von TRPC-Kanälen durch direkte Bindung von STIM-Proteinen an TRPC nach der Hypothese der 
Arbeitsgruppe um Shmuel Muallem [71]. Signalweg 3: Heteromere TRPC-Orai-Kanalkomplexe nach der Hypothese 
der Arbeitsgruppe um Lutz Birnbaumer [74]. Signalweg 4: Dreiteiliger Komplex aus TRPC1-STIM1-Orai1 nach der 
Hypothese der Arbeitsgruppe um Indu Ambudkar [88]. 
In diesen Veröffentlichungen wurden vor allem TRPC1-, TRPC3- und TRPC6-Kanäle 
untersucht, welche zur Familie der klassischen TRP (TRPC)-Kanäle gehören. Bis auf TRPC1 
werden alle Ionenkanäle dieser Familie direkt durch Diacylglycerol (DAG) aktiviert [39, 60, 
228, 237]. Nach einer Agonisten-initiierten Aktivierung von G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren kommt es durch Phospholipase-C zur Generierung von Diacylglycerol (DAG) aus 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) [227, 236]. Während es durch DAG zu einer 
direkten Aktivierung von TRPC-Kanälen kommt [39, 60], fungiert TRPC1 in heteromeren 
TRPC-Kanälen eher wie eine regulatorische Einheit für den Ca2+-Einstrom [58] als ein 
Ionenkanal per se. DAG-sensitive TRPC-Kanäle werden vor allem im Gehirn, in Endothel- 
sowie glatten Muskelzellen des vaskulären Systems exprimiert und führen in diesen Geweben 
zu einem Rezeptor-operierten Ca2+-Einstrom (ROCE) (zusammengefasst in [39]). Die 
Expression von TRPC1 und TRPC6 in pmLF konnte durch eigene „reverse transcription 
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quantitative“ PCR (RT-qPCR)-Daten (Abbildung 25) nachgewiesen werden [190]. Da in 
glatten Muskelzellen der Trachea und der größeren Arterien (Durchmesser < 150 µm) aus 
TRPC6-defizienten Mäusen TRPC3-Kanäle kompensatorisch vermehrt exprimiert werden 
[184, 188], wurden in dieser Arbeit neben murinen TRPC1/6-defizienten Zellen auch Zellen 
aus TRPC1/3/6-defizienten Mäusen untersucht. TRPC1/6- und TRPC1/3/6-defiziente Mäuse 
wiesen, bis auf neuronale Koordinationsschwierigkeiten durch Abwesenheit von TRPC3 
[199], keine phänotypischen Veränderungen unter normalen Umweltbedingungen auf. STIM-
Proteine dienen zum einen als Ca2+-Sensoren, die nach Absinken der zytosolischen Ca2+-
Konzentration aktiv werden [229], und zum anderen initiieren diese die Aktivierung von 
Orai-Kanälen. Im Gegensatz zu TRPC-defizienten Mäusen sind globale STIM1/2-KO-Mäuse 
nicht lebensfähig und sterben bereits kurz nach der Geburt [70]. Daher wurde eine andere 
Methode gewählt, um STIM1/2-defiziente Zellen zu generieren. Durch die Zellisolation aus 
einer STIM1/2flox/flox-Mauslinie [70] und der anschließenden Infektion mit rekombinanten 
Lentiviren, die Cre-Rekombinasen exprimieren [238], gelang es in dieser Arbeit STIM1/2-
defiziente Lungenfibroblasten (pmLF) herzustellen. Die Deletion der mit der 
Erkennungsstelle für die Cre-Rekombinase (lox p) flankierten Exons im Stim1- und Stim2-
Gen verhinderte die Produktion funktioneller STIM1/2-Proteine (Abbildung 22). Eine 
signifikante Reduktion der Genexpression von STIM1/2 in STIM1/2-defizienten pmLF 
(STIM1/2∆pmLF) konnte sowohl auf mRNA-Ebene (Abbildung 24) als auch auf Protein-Ebene 
(Abbildung 26) nachgewiesen werden. Neben dem Einsatz von Lentiviren, die rekombinant 
Cre-Rekombinasen exprimieren, gibt es in der Literatur noch weitere Methoden, um 
STIM1/2-defiziente Zellen zu generieren, zum Beispiel durch Paarung von STIM1/2flox/flox-
Mäusen mit transgenen Mäusen, die zeit- und gewebespezifisch Cre-Rekombinase 
exprimieren [14]. In unserem Fall bewährte sich der Einsatz der Cre-Lentiviren in der 
Zellkultur, wodurch es auch zu keiner Belastung für die flox-Mauslinie kam. Um den Einfluss 
der eingesetzten Lentiviren auf die Zellen zu untersuchen, wurden zum einen pmLF aus 
Kontroll-Mäusen (Wild-Typ, Wt) ebenfalls mit Lentiviren infiziert (Wt Cre -pmLF) und zum 
anderen in allen durchgeführten Experimenten als äquivalente Kontrollen verwendet. 
Da es sich bei den verwendeten TRPC-defizienten Mäusen um globale TRPC-Defizienzen 
handelt, wurden pmLF aus diesen Mäusen auf kompensatorische Genregulationen durch 
andere Ionenkanäle untersucht. Während in TRPC1/6-/--pmLF signifikant weniger STIM2-
mRNA (Abbildung 24) exprimiert wurde, zeigten sich auf Proteinebene keine Unterschiede 
(Abbildung 26). Weder TRPC6- [190] noch TRPC1/6- defiziente Lungenfibroblasten zeigten 
anhand einer qRT-PCR-Analyse (Abbildung 25) eine kompensatorische Regulation anderer 
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TRPC-Kanäle. Gleichermaßen wiesen STIM1/2-defiziente pmLF und Wt Cre -pmLF keine 
signifikanten Unterschiede in ihrer Genexpression auf, sodass ein Einfluss der Lentiviren auf 
die STIM- und TRPC-Expressionen ausgeschlossen werden konnte (Abbildung 24 und 
Abbildung 25).  
TRPC1/6-/- und TRPC1/3/6-/- pmLF und PASMC zeigten in Untersuchungen des durch 
Endothelin-1 (Et-1)-initiierten ROCE [239] (Abbildung 27 und Abbildung 4.12. in Diana 
Stickels Doktorarbeit [203]) in Ca2+-haltiger Messlösung gegenüber den Wt-Kontrollen 
signifikant reduzierte, intrazelluläre Ca2+-Konzentrationen ([Ca2+]i). Im Gegensatz dazu 
blieben die [Ca2+]i in STIM1/2-defizienten pmLF unverändert und PASMC sowie 
Fibroblasten, die sowohl TRPC1/6- als auch STIM1/2-defizient waren, zeigten keine weitere 
Reduktion der gemessenen intrazellulären Ca2+-Konzentrationen. Auf Grund der fehlenden 
signifikanten Veränderungen in Abwesenheit von STIM1/2-Proteinen kann davon 
ausgegangen werden, dass diese Proteine nicht am durch TRPC-Kanäle induzierten -ROCE 
beteiligt waren. In weiteren Versuchen zur Untersuchung des ROCE zeigten sich nach 
Aktivierung von Lysophosphatidsäure (LPA)-Rezeptoren durch LPA ähnliche Ergebnisse 
(Abbildung 28) [240]. Die Analyse des ROCE ergab übereinstimmend, dass TRPC-Kanäle 
sowohl in pmLF als auch in PASMC Rezeptor-operiert agierten. Die unveränderten Ca2+-
Einströme in Abwesenheit von STIM1/2-Proteine verdeutlichen, dass STIM-Proteine keinen 
Einfluss auf den ROCE in pmLF und PASMC haben. Diese Beobachtungen stimmen mit der 
allgemeinen Annahme in der Literatur überein, dass TRPC-Kanäle Rezeptor-operiert aktiviert 
werden [59, 241]. 
Im Gegensatz dazu konnte für TRPC3-Kanäle in Azinuszellen des Pankreas [230] sowie für 
TRPC1-Kanäle in Speicheldrüsenzellen [85] eine direkte Beteiligung am SOCE gezeigt 
werden. Diese Beteiligungen kamen entweder durch Interaktionen mit STIM-Proteinen [71-
73] oder Orai-Kanälen [74-76] zustande (zusammengefasst in [39, 77]). Die Arbeitsgruppe 
von Shmuel Muallem schlägt eine direkte Interaktion zwischen STIM-Proteinen und TRPC-
Kanälen vor, die in einem SOCE resultiert [71]. Darüber hinaus postuliert Indu Ambudkars 
Arbeitsgruppe einen dreiteiligen STIM1-TRPC1-Orai1-Komplex, welcher sich durch die 
Aktivierung von STIM1-Proteinen bildet und in Speicheldrüsenzellen zu einem SOCE führt 
[88]. Die Forschergruppe um Lutz Birnbaumer favorisiert die Hypothese, dass TRPC-Kanäle 
mit Orai-Kanälen heteromere Komplexe bilden und mit Hilfe der Aktivierung durch STIM-
Proteine ein SOCE entsteht [74]. Um eine Beteiligung von TRPC-Kanälen am SOCE in 
pmLF und PASMC zu untersuchen, wurden die Messungen im „Calcium-Imaging“ nach 
einem Rekalzifizierungsprotokoll durchgeführt [242]. Nach der Speicherentleerung durch 
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Thapsigargin in Ca2+-freiem, extrazellulärem Medium und anschließender Zugabe von Ca2+ 
zeigten die Untersuchungen des SOCE in dieser Arbeit weder in PASMC (Abbildung 31) 
noch in pmLF (Abbildung 32) eine Beteiligung von TRPC-Kanälen. In den Messungen kam 
es zwischen TRPC-defizienten pmLF und Wt-Zellen zu keinen veränderten Ca2+-Einströmen. 
Währenddessen zeigten STIM1/2-defiziente pmLF einen signifikant reduzierten [Ca2+]i im 
Vergleich zu den Wt-Zellen, welche mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren 
infiziert wurden (Wt Cre -pmLF). Das zusätzliche Fehlen von TRPC1- und TRPC6-Kanälen 
in STIM1/2∆pmLFTRPC1/6-/- pmLF bewirkte keine weitere Änderung der [Ca2+]i in diesen 
Zellen, weshalb eine Beteiligung von TRPC1/6-Kanälen am SOCE in pmLF 
unwahrscheinlich ist.  
Da es sich bei Thapsigargin um einen SERCA-Pumpen-Blocker handelt, wurden zusätzliche 
Experimente (Abbildung 29) unter physiologischen Bedingungen durchgeführt. Nach der 
Rezeptor-Aktivierung durch den Agonisten Et-1 kommt es zu einer G-Protein-gekoppelten 
Signalkaskade, die nach der Stimulation von PLC zur Produktion von IP3 führt [239]. Die 
Aktivierung von IP3-Rezeptoren am Endoplasmatischen Retikulum (ER)-Speicher resultiert 
anschließend in einer Speicherentleerung, einem sogenannten „Ca2+-Overshoot“ [242], sowie 
in einem damit verbundenen transienten Anstieg der zytosolischen Ca2+-Konzentration 
[Ca2+]i. Nach der Speicherentleerung durch Et-1 in einem nicht extrazellulär Ca2+-haltigen 
Medium wurde zwischen TRPC1/6-/-- und Wt-pmLF zunächst kein signifikanter Unterschied 
der [Ca2+]i festgestellt. Nach der Zugabe von extrazellulärem CaCl2 wurde jedoch ein 
signifikant reduzierter [Ca2+]i in TRPC1/6-defizienten pmLF gegenüber Wt-pmLF gemessen. 
Während ein fehlender ROCE über TRPC1/6-Kanäle die wahrscheinlichste Ursache für diese 
Reduktion darstellt, kann die noch verbliebene Erhöhung der [Ca2+]i nach Zugabe von 
extrazellulären CaCl2 durch einen SOCE über Orai-Kanäle erklärt werden. In den 
vorgestellten Experimenten wurde der Speicher-operierte Ca2+-Einstrom (SOCE) sowohl über 
die Speicherentleerung durch Thapsigargin als auch über eine Agonisten-induzierte IP3- 
Signalkaskade durchgeführt. In beiden Experimenten war der SOCE in pmLF jeweils 
unabhängig von TRPC-Kanälen. Diese Ergebnisse stimmen mit veröffentlichten Daten wie 
zum Beispiel aus Experimenten mit heterolog exprimierten Kanälen und STIM-Proteinen in 
HEK293-Zellen [243] überein (zusammengefasst in [13]). Allerdings konnten die Hypothesen 
der Forschungsgruppen um Shmuel Muallem, Indu Ambudkar und Lutz Birnbaumer in pmLF 
und PASMC nicht bestätigt werden (Abbildung 47). 
Der signifikante Unterschied in der [Ca2+]i in STIM1/2-defizienten pmLF im Vergleich zu 
Wt-Kontrollzellen nach Entleerung der internen Ca2+-Speicher und anschließender 
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Rekalzifizierung (Abbildung 32), deutete auf eine möglicherweise veränderte Ca2+-
Konzentration im ER hin. Um diesen Zusammenhang nachweisen zu können, wurden mit 
Hilfe des Fluoreszenzindikators Fura-2-FF die Ca2+-Konzentrationen in den Speichern des ER 
genauer untersucht (Abbildung 30). Auf Grund der sehr geringen Bindungsaffinität von Ca2+ 
an Fura-2-FF im Vergleich zu Fura-2-AM war es möglich die in den ER-Speichern 
vorherrschenden höheren Ca2+-Konzentrationen gezielt zu messen [211]. Wie erwartet wiesen 
die internen Ca2+-Speicher in STIM1/2-defizienten pmLF signifikant geringere Ca2+-
Konzentrationen auf als die der Wt-Kontrollzellen. Dieser Effekt ist wiederum auf die 
Funktion von STIM-Proteinen als Ca2+-Sensoren zurück zu führen. In Abwesenheit von 
STIM1/2-Proteinen kommt es in den ER-Speichern zu keiner Detektion von zu geringen 
Ca2+-Konzentrationen. Darüber hinaus erfolgt ohne STIM-Proteine keine Aktivierung von 
Orai-Kanälen, wodurch ebenfalls der Speicher-operierte Ca2+-Einstrom zur Auffüllung der 
Ca2+-Speicher fehlt. Die Ergebnisse spiegeln zum einen die bedeutende Eigenschaft von 
STIM1/2-Proteinen als Ca2+-Sensoren des ERs wider und unterstreichen zum anderen die 
wichtige Funktion von STIM zur Aufrechterhaltung der Ca2+-Konzentrationen. 
Im Gegensatz dazu zeigte die Analyse der internen ER-Speicher von TRPC1/6-defizienten 
pmLF im Vergleich zu Wt-pmLF unerwartet hohe Ca2+-Werte (Abbildung 30). Diese Werte 
stehen im Widerspruch zu den nicht signifikant unterschiedlichen [Ca2+]i in Wt- und 
TRPC1/6- beziehungsweise TRPC1/3/6-defizienten pmLF nach Applikation von 
Thapsigargin (Abbildung 32). Ob es sich hier um Unterschiede in den Messmethoden mit 
zwei verschiedenen Ca2+-Indikatoren handelt oder ob durch Pufferung von Ca2+ in 
Zellorganellen (z.B. Mitochondrien) die - durch Fura-2-AM gemessene - [Ca2+]i in TRPC1/6- 
beziehungsweise TRPC1/3/6-defizienten pmLF tatsächlich nicht erhöht ist, muss in Zukunft 
noch genauer untersucht werden.  
4.2 Zellfunktionen des Speicher-operierten Ca2+-Einstroms (SOCE) und 
von „classical transient receptor potential“ (TRPC1/6)-Kanälen in 
primären murinen Lungenfibroblasten (pmLF)    
Sowohl der Rezeptor- als auch der Speicher-operierte Ca2+-Einstrom stellen in Fibroblasten 
essentielle, nicht spannungsabhängige Ca2+-Signalwege dar [244]. Diese sind für einige 
grundlegende Zellfunktionen, wie beispielsweise die Proliferation, Migration und 
Genexpression, von großer Bedeutung. In verschiedenen Zelltypen, insbesondere in 
Tumorzellen [245] wurde bereits eine essentielle Rolle von STIM1/2-Proteinen während der 
Proliferation nachgewiesen (zusammengefasst in [246]). In dieser Arbeit wurde zum einen die 
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Zellviabilität anhand der metabolischen Aktivität und zum anderen die Proliferationsrate 
durch Quantifizierung der DNA-Syntheserate in pmLF untersucht. Während STIM1/2-
defiziente pmLF keine Veränderungen der metabolischen Aktivität (Abbildung 34) gegenüber 
Wt-pmLF zeigten, welche ebenfalls mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren 
infiziert wurden (Wt Cre -pmLF), wiesen STIM1/2-defiziente pmLF eine signifikant 
reduzierte DNA-Syntheserate im Vergleich zu Wt-Kontrollzellen (Abbildung 36) auf. 
Dadurch konnte einerseits ein Einfluss der Lentiviren auf die Zellviabilität ausgeschlossen 
werden und andererseits konnten Daten zur Funktion von STIM1/2-Proteinen für die 
Zellproliferation bestätigt werden. Während in STIM1-defizienten vaskulären glatten 
Muskelzellen gegenüber den Kontrollzellen erst nach 24 Stunden eine verminderte 
Proliferationsrate gezeigt wurde [247], konnten in dieser Arbeit bereits deutlich eher 
signifikante Unterschiede identifiziert werden. In Abwesenheit von beiden STIM-Proteinen 
(Abbildung 36) zeigte sich bereits nach dreistündiger Inkubation eine verlangsamte 
Proliferationsrate in STIM1/2-defizienten pmLF. Dieser signifikante Unterschied könnte auf 
einen synergistischen Effekt auf Grund der Abwesenheit beider STIM-Proteine 
zurückzuführen sein. Interessanterweise übernehmen STIM2-Proteine Funktionen von 
STIM1-Proteinen, wenn diese nicht vorhanden sind. Das STIM2-Protein präsentiert 
dementsprechend eine Art „Rettungsfunktion“, um damit die Funktion von STIM1-Proteinen  
in vielen Zellprozessen aufrecht zu erhalten [23].  
Durch einen Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration kommt es unter anderem zur 
Translokation von „nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmatic“ (NFATc)-
Transkriptionsfaktoren in den Zellkern (siehe Abbildung 8). Dies führt anschließend zu einer 
erhöhten Genexpression der durch NFATc regulierten Zielgene und infolgedessen kommt es 
zu einer Änderung von Zellfunktionen. Neben der ursprünglichen Entdeckung der NFATc-
Proteine in T-Zellen, wurden diese ebenfalls in anderen Zellen, wie beispielsweise 
Fibroblasten, nachgewiesen. NFATc-Proteine spielen eine wichtige Rolle während der 
Zellaktivierung, -differenzierung und Zytokinproduktion [248]. In dieser Arbeit kam es in 
Abwesenheit von STIM1/2 im Vergleich zu Wt-Kontrollzellen (Wt Cre -pmLF) zu einer 
signifikant reduzierten Translokation von NFATc1- und NFATc3-Proteinen in den Zellkern 
(Abbildung 39 und Abbildung 40). Die Zellmigration stellt eine essentielle Zellfunktion 
während der Wundheilungsprozesse in geschädigten Bereichen der Lunge dar. Die Rolle von 
STIM1/2 während der Zellmigration wurde bereits intensiv in verschiedenen Tumorzellen 
untersucht, jedoch bisher noch nicht in pmLF [249]. In STIM1/2-defizienten pmLF konnte im 
Vergleich zu Wt Cre -pmLF, welche mit Cre-Rekombinase-exprimierenden Lentiviren 
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infiziert wurden, bereits nach acht Stunden eine signifikant verminderte Migration beobachtet 
werden (Abbildung 44). Im Einklang mit diesen Ergebnissen wurde in vaskulären glatten 
Muskelzellen in Abwesenheit von STIM1 ebenfalls eine verminderte Proliferation, Migration 
sowie reduzierte NFATc3-Level im Zellkern gezeigt [247]. Neben der verminderten 
Migration in murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) nach der Zugabe des SOCE-Blockers 
SKF96365 wurde in STIM1- und Orai1-defizienten Brust-Tumorzellen ebenfalls eine 
reduzierte Migration gemessen [250]. Laut Autoren stellt der Ca2+-Einstrom durch STIM-
Orai-Interaktionen eine Voraussetzung für die fokale Adhäsion während des 
Migrationsprozesses dar, sodass dieser Prozess in Abwesenheit von STIM1 nicht mehr 
stattfinden konnte. Ein womöglich ähnlicher Mechanismus könnte auch für die verminderte 
Migration in STIM1/2-defiziente pmLF in dieser Arbeit verantwortlich sein und in Zukunft 
näher untersucht werden.  
Während es in der Literatur kaum Hinweise auf mögliche Funktionen heteromerer TRPC1/6-
Kanäle in nativen Zellen gibt, existieren für die einzelnen TRPC1- und TRPC6-Kanäle bereits 
viele publizierte Daten. Frau Susanne Fiedler zeigte in Ihrer Dissertation, dass es bei 
alleiniger Abwesenheit von TRPC6 in pmLF zu keinen signifikanten Unterschieden in der 
DNA-Syntheserate nach 24 Stunden kam [201]. Im Gegensatz dazu demonstrierten andere 
Arbeitsgruppen vergleichsweise signifikant reduzierte Proliferationsraten in verschiedenen 
TRPC6-/- Tumorzellen (zusammengefasst in [42]). TRPC1-defiziente Tumorzellen wiesen je 
nach Tumor-Zelltyp und -grad entweder eine reduzierte Proliferationsrate oder gar eine 
erhöhte pro-apoptotische Aktivität auf. In dieser Arbeit zeigten die Ergebnisse des 
Zellviabilitätstests für TRPC1/6-/--pmLF im Vergleich zu Wt-pmLF eine leicht erhöhte, 
jedoch nicht signifikant veränderte, metabolische Aktivität auf (Abbildung 34). Neben einer 
bereits nach dreistündiger Inkubation auftretenden signifikant erhöhten Zellproliferation- und 
DNA-Syntheserate kam es nach 24 Stunden ebenso zu einer signifikant erhöhten Migration 
von TRPC1/6-/- pmLF im Vergleich zu Wt-pmLF in den zellfreien Spalt (Abbildung 36 und 
Abbildung 37). Ein möglicher Grund hierfür könnte die inhibitorische Kanalregulator-
Funktion von TRPC1 in heteromeren Komplexen sein, ohne die es zu einer erhöhten Ca2+-
Permeabilität kam [58]. Eine andere Arbeitsgruppe unseres Instituts demonstrierte in 
Abwesenheit von TRPC1 in heteromeren Kanälen ebenfalls eine verstärkte Migration von 
neuronalen „gonadotropin-releasing hormone-expressing neurons“ (Gn11)-Zellen nach der 
Durchführung von Wundheilungsversuchen [58]. Die Abwesenheit von TRPC1/6-Kanälen in 
pmLF zeigte, dass die inhibitorische Funktion von TRPC1 in heteromeren Kanälen bisher 
unbekannter Zusammensetzung für bestimmte Zellfunktionen von essentieller Bedeutung ist. 
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Ohne diese Regulation kam es durch diese noch zu identifizierenden Kanalkomplexe zu 
erhöhten Ca2+-Konzentrationen, welche in einer verstärkten Zellproliferation und -migration 
resultierten. Als möglicher molekularer Mechanismus wurde eine erhöhte Genexpression über 
den Ca2+/Calcineurin/NFAT-Signalweg beschrieben [58]. Dieser Signalweg könnte auch in 
dieser Arbeit eine Erklärung für die einerseits verminderten Zellfunktionen von STIM1/2-
defizienten pmLF und die andererseits erhöhte Proliferation und Migration von TRPC1/6-/- 
pmLF sein.  
4.3 Analyse der TRPC1/6- Funktion in pmLF nach TGF-β-Behandlung 
Während der Ausbildung einer Lungenfibrose kommt es zu einer vermehrten Transformation 
von Fibroblasten zu Myofibroblasten und einer erhöhten Produktion von extrazellulären 
Matrix (ECM)-Proteinen [251]. Ein hauptsächlicher Auslöser für diese Prozesse ist das 
Zytokin TGF-β, das beispielsweise in Lungenfibroblasten zu einer Differenzierung mit 
kontraktilen Phänotypen führt. TGF-β erhöht einerseits die zytosolische Ca2+-Konzentration 
und führt andererseits zu einer vermehrten Zellproliferation, -migration sowie Produktion 
extrazellulärer Matrix (ECM), wie zum Beispiel Kollagen [252].  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle von STIM1/2-Proteinen und TRPC1/6-Kanälen auf 
zellulärer Ebene während der Differenzierung von Lungenfibroblasten untersucht. Dazu 
wurden Lungenfibroblasten mit TGF-β behandelt, um so eine Ausdifferenzierung zu 
Myofibroblasten zu initiieren. Nach der Behandlung mit TGF-β zeigten TRPC1/6-/--pmLF im 
Vergleich zu Wt-pmLF einen deutlich reduzierten sowie kontraktileren Phänotyp. Dies 
spiegelte sich sowohl in der reduzierten Expression von „α- smooth muscle actin“ (α-SMA) 
als auch von Aktinstressfasern in TRPC1/6-defizienten pmLF nach entsprechender TGF-β-
Behandlung (Abbildung 45 und Abbildung 46) wider. Frau Katharina Hofmann zeigte in Ihrer 
Dissertation und einer Veröffentlichung bereits einen ähnlich ausgeprägten Phänotyp in 
TRPC6-/--pmLF [190, 207]. In Abwesenheit von TRPC1 konnte von einer anderen 
Arbeitsgruppe sowohl ein erniedrigter Anteil an F-Aktin- als auch ein erhöhter Gehalt an G-
Aktin intrazellulär nachgewiesen werden [58]. Dadurch kam es zu einer erhöhten Motilität 
von TRPC1-defizienten Neuronalzellen, was wiederum auch eine Erklärung für die schnellere 
Migration von TRPC1/6-defizienten pmLF im Vergleich zu Wt-pmLF in dieser Arbeit sein 
könnte (Abbildung 37). Auch wenn es zwischen TRPC1/6-/-- und Wt-pmLF nach TGF-β-
Behandlung zu keiner veränderten Migration kam, zeigten die behandelten Zellen zur 
jeweiligen unbehandelten Kontrolle des einzelnen Genotypen eine verminderte Migration 
(Abbildung 43 und Abbildung 37). Dies könnte wiederum an der eingeschränkten Motilität 
von Myofibroblasten durch die erhöhte Expression von α-SMA liegen [253]. Im Einklang mit 
 Diskussion 
 103 
den hier dargestellten Ergebnissen zeigte Frau Susanne Fiedler in ihrer Dissertation  
gegenüber Wt-pmLF ebenfalls eine erhöhte Migrationsgeschwindigkeit für TRPC6-/--pmLF 
[201]. Ähnlich wie in Katharina Hofmanns Dissertation [207] kam es in dieser Arbeit in 
Abwesenheit von TRPC1/6-Kanälen und nach der Behandlung mit TGF-β zu einer Reduktion 
der α-SMA- und Aktinstressfasern-Expression in pmLF (Abbildung 45 und Abbildung 46). 
Demzufolge zeigt nicht nur die Abwesenheit von TRPC6-Kanälen sondern auch die von 
TRPC1/6-Kanälen in pmLF eine hemmende Wirkung auf die Ausbildung von 
Myofibroblasten nach Behandlung mit TGF-β. 
Auf Grund der zum jetzigen Zeitpunkt fehlenden schlüssigen Erklärung auf molekularer 
Ebene, müssen diese interessanten Daten in Zukunft noch detaillierter untersucht werden.. 
4.4 Analyse der STIM1/2- Funktion in pmLF nach TGF-β-Behandlung 
Um einen mögliche Funktion von STIM1/2-Proteinen in Myofibroblasten zu untersuchen, 
wurde zum einen die mRNA- und Protein-Expressionen sowie zum anderen das 
Migrationsverhalten nach Behandlung mit TGF-β untersucht.  
Nach der Behandlung mit TGF-β zeigten STIM1/2-defiziente pmLF eine reduzierte Migration 
im Vergleich zu Wt-pmLF, die nach der Infektion mit Cre-Rekombinase-exprimierenden 
Lentiviren auch mit TGF-β behandelt wurden (Wt Cre-TGF-β-pmLF) (Abbildung 44). Auf 
Grund der verminderten Motilität von Myofibroblasten durch einen erhöhten Anteil an α-
SMA [253] zeigten jedoch beide Zelltypen ein signifikant reduziertes Migrationsverhalten 
nach Behandlung mit TGF-β. (siehe Abbildung 38).  
Auch wenn STIM1/2-defizienten pmLF nach TGF-β-Behandlung auf mRNA-Ebene stärkere 
α-SMA-Expressionen als Wt Cre -pmLF zeigten, war der Unterschied auf Proteinebene zwar 
noch erkennbar, jedoch nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 41 und Abbildung 45). 
Im Gegensatz dazu zeigte die Quantifizierung der Aktinstressfasern in STIM1/2-defizienten 
pmLF nach der Behandlung mit TGF-β keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zu 
Wt Cre -pmLF (Abbildung 46). Wt Cre -pmLF verhielten sich hinsichtlich der Aktin-
Expressionen zwar ähnlich wie Wt-pmLF, jedoch können Veränderungen des Aktinskeletts 
durch Lentiviren in diesem Zusammenhang nicht ausgeschlossen werden [254]. Da es sich bei 
α-SMA um glattes Muskelzell-Aktin und bei Aktinstressfasern um polymerisiertes F-Aktin 
handelt, könnten STIM1/2-Proteine auch einen unterschiedlichen Effekt auf die jeweiligen 
Aktinarten haben. F-Aktin spielt beispielsweise eine wichtige Rolle für die Interaktion von 
STIM und Orai, da es unter anderem den Kontakt zwischen der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums (ER) und der Plasmamembran herstellt [255]. Unter ER-
Stress, zum Beispiel nach lentiviraler Infektion, kann es jedoch zu Veränderungen der 
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Aktinformation kommen. Auch wenn in Abwesenheit von STIM1 in glatten Muskelzellen 
kein veränderter Gehalt an Aktin- und Tubulin gemessen wurde, wurden erhöhte 
Expressionen von Kollagentyp1A und -3A nachgewiesen [23]. Im Gegensatz dazu ergaben 
sich unter Verwendung des allerdings sehr unspezifischen SOCE-Blockers SKF96365 
reduzierte α-SMA-Expressionen, sowohl mit als auch ohne TGF-β-Behandlung [256]. 
Darüber hinaus resultierte der Einsatz von SKF96365 im Nierengewebe in reduzierten 
Expressionen fibrotischer Marker wie beispielsweise α-SMA, Kollagen1, Kollagen3 und 
Fibronektin. Die Analyse des mRNA-Gehalts des Fibrosemarkers Kollagen 1 (COL1) zeigte 
in STIM1/2-defizienten pmLF signifikant reduzierte Werte im Vergleich zu Wt- und Wt Cre -
pmLF (Abbildung 42). Ohne die Behandlung mit TGF-β kam es sowohl in Wt Cre -pmLF als 
auch in STIM1/2-defizienten pmLF zu signifikant erhöhten Expressionen von α-SMA. Nach 
der Behandlung mit TGF-β zeigten Wt Cre-TGF-β-pmLF und STIM1/2∆pmLF-TGF-β 
gegenüber Wt-TGF-β-pmLF ebenfalls erhöhte α-SMA-Expressionen.  
Um die Funktion von STIM1/2-Proteinen während der Differenzierung von Fibroblasten zu 
Myofibroblasten weiter untersuchen zu können, sollte zukünftig neben α-SMA weitere 
Fibrosemarker auf Proteinebene untersucht werden. 
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5 Fazit und Ausblick 
Die genauen Pathomechanismen der pulmonalen arteriellen Hypertonie und der 
Lungenfibrose sind bis heute nicht vollständig aufgeschlüsselt. Dies spiegelt sich in 
limitierten Behandlungsmöglichkeiten und in einer schlechten Prognose/ Überlebensrate 
wider. Eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration durch Rezeptor-operierte TRP-
Kanäle und/ oder Speicher-aktivierte STIM/ Orai-Proteine könnte für beide Krankheitsbilder 
wichtig sein (siehe z.B. TRPC6 [181], TRPV4 [257] und STIM/ Orai [23]. Um weitere 
mögliche Zielstrukturen zur Behandlung der Lungenfibrose und pulmonalen arteriellen 
Hypertonie zu identifizieren, wurden in dieser Arbeit der Rezeptor- und Speicher-operierte 
Ca2+-Einstrom (ROCE/ SOCE) untersucht. Die Analyse der beiden Ca2+-
Einstrommechanismen konnte in pulmonalen arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) und 
primären murinen Lungenfibroblasten (pmLF) [1] keine möglichen Interaktionen nachweisen, 
weshalb der ROCE und SOCE in den untersuchten Zellen zwei voneinander getrennte 
Signalwege darstellen. Darüber hinaus wurden essentielle physiologische Funktionen für 
STIM1/2-Proteine und TRPC1/6-Kanäle für die Zellproliferation und -migration sowie die 
nukleäre Translokation von NFATc1 und NFATc3 in pmLF identifiziert. Während eine 
STIM1/2-Defizienz in pmLF mit einer reduzierte Zellproliferation und –migration verbunden 
war, zeigten mit TGF-β1-behandelte Myofibroblasten in Abwesenheit von TRPC1/6 eine 
deutlich reduzierte Expression von Aktinfilamenten, die an der TGF-β1-induzierten 
Myofibroblasten-Differenzierung beteiligt sind. Aus diesem Grund stellen beide Ca2+-
Einstrom unabhängig voneinander wichtige Signalwege für die Erhöhung der intrazellulären 
Ca2+-Konzentration dar und bilden wichtige Zielstrukturen zur Entwicklung neuer 
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